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Resumen 
Las hormonas sexuales esteroideas tales como el estradiol o la testosterona, son 
capaces de activar en el sisteman nervioso central rutas de señalización que van a estar 
implicadas en procesos tales como neuritogénesis, plasticidad neuronal, 
neuroprotección o diferenciación sexual del cerebro. Estudios previos han mostrado que 
la Neurogenina 3 (Ngn 3) es un factor neuritogénico en el sistema nervioso central, en 
regiones como el hipocampo y el hipotálamo. Puesto que el estradiol también promueve 
neuritogénesis en dichas áreas, en este estudio hemos investigado si la Ngn 3 participa 
en las acciones neuritogénicas del estradiol. En neuronas de hipocampo en cultivos no 
sexados, el estradiol incrementó la neuritogénesis y la expresión transcripcional de la 
Ngn 3. Además, modificó la localización citoplasmática de la proteína. Dichos procesos 
ocurren mediante la activación del recientemente descubierto G Protein-Coupled 
Estrogen Receptor 1 (GPER) así como de la PI3K y Akt. Por otro lado, el silenciamiento 
de dicho gen in vitro abolió el efecto neuritogénico del estradiol. En cultivos sexados, 
observamos que las neuronas hipocampales de hembras presentan un mayor 
desarrollo, así como niveles superiores de expresión de Ngn 3 que las neuronas de 
machos. El tratamiento con testosterona y estradiol incrementó la neuritogénesis, y los 
niveles de ARNm de la Ngn 3 en machos, pero no en hembras. Utilizando agonistas y 
antagonistas de los receptores de estrógenos y andrógenos, así como inhibidores de 
enzimas específicas de la esteroidogénesis, hemos podido observar que las diferencias 
sexuales en la regulación de la transcripción de la Ngn 3 y la neuritogénesis, están 
moduladas por una distinta contribución de estradiol, testosterona, así como de 
receptores de estrógeno y andrógenos. Estos resultados sugieren que hormonas, 
neuroesteroides y sus correspondientes receptores participan en la regulación 
transcripcional de la Ngn 3 y neuritogénesis hipocampal, activando distintos programas 
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 Abreviaturas 
17β-HSD: 17β-hidroxiesteroide deshidrogenasa. 
3β-HSD: 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa. 
5α-reductasa: (5α,17β) - N - (1, 1-Dimethylethyl)- 3 - oxo - 4 - azaandrost - 1 - ene - 17 -
carboxamide.  
ADN: Ácido desoxirribonucleico. 
AR: Receptor de andrógenos. 
ARN: Ácido ribonucleico. 
ARNis: Ácidos ribonucleicos de interferencia. 
Akt: Proteína quinasa B.  
AMPc: Adenosín monofosfato - 3', 5' cíclico. 
ANT: Translocador mitocondrial de nucleótidos de adenina de 35 kDa. 
AP 1: Activator protein 1. 
ARNr 18S: Ácido ribonucléico ribosómico 18 S. 
CSL: Homólogo Supressor of Hariless. 
Src: Familia de tirosinas quinasas no receptoras. 
DAPI: 4’6 - diamidino - 2 - fenilidol. Agente intercalante de nucleótidos. 
DHT: Dihidrotestosterona. 
DPN:  2, 3 - bis (4-Hydroxyphenyl) - propionitrile. Agonista del ERβ. 
E2: Estradiol. 
EEM: Error estándar de la media 
EGFR: Factor de crecimiento epidérmico. 
ERs:  Receptores de estrógeno.
  
 
         Abreviaturas   
EREs: Elementos de respuesta a estrógeno. 
ERKs: Quinasas reguladas por señales extracelulares. 
ERα: Receptor de estrógenos alfa. 
ERβ: Receptor de estrógenos beta. 
F:(5α, 17β) - N - (1, 1 - Dimethylethyl) - 3 - oxo - 4 - azaandrost - 1 - ene - 17 - carboxamide 
o finasteride. Inhibidor de la enzima 5α-reductasa. 
G1: 1 - [(3aR*, 4S*, 9bS*) - 4 - (6 - Bromo - 1, 3 – benzodioxol - 5 - yl) - 3a, 4, 5, 9b -
tetrahydro - 3H – cyclopenta [c] quinolin – 8 - yl] – ethanone. Agonista del receptor 
GPER. 
G15: (3aS*, 4R*, 9bR*) - 4 - (6 - Bromo - 1, 3 - benzodioxol - 5 - yl) - 3a, 4, 5, 9b - 3H -
cyclopenta [c] quinolone. Antagonista del receptor GPER. 
GAPDH: Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa. 
GFAP: Proteína fibrilar ácida glial. 
GnRH: Hormona liberadora de gonadotropina. 
GPER:  Receptor de estrógenos acoplado a proteína G o también conocido como                 
G Protein-Coupled Estrogen Receptor 1. 
HB-EGF: Factor de crecimiento de unión a heparina. 
Hes 1: Hairy and enhancer of split 1. 
Hes 5: Hairy and enhancer of split 5. 
IC-Notch: Fragmento intracelular de Notch. 
IGF1:  Factor de crecimiento insulínico tipo 1. 
L:  4, 4' - (1H - 1, 2, 4 - Triazol - 1 - ylmethylene) bisbenzonitrile o letrozol. Inhibidor de la 
enzima aromatasa. 
LTP: Potenciación a largo plazo. 
     
 
 Abreviaturas 
Map 2: Proteína 2 asociada a microtúbulosMAPKs: Proteínas quinasas activadas por 
mitógenos.  
MPP: 1, 3 - Bis (4 - hydroxyphenyl) - 4 - methyl - 5 - [4 - (2 - piperidinylethoxy) phenol] -
1H - pyrazole dihydrochloride. Antagonista del ERα. 
N2A: Línea celular de neuroblastoma de ratón. 
NGF: Factor de crecimiento nervioso. 
Ngn 1: Neurogenina 1. 
Ngn 2: Neurogenina 2. 
Ngn 3: Neurogenina 3. 
P450scc: Enzima citocromo P450. 
PHTPP: 4 - [2 - Phenyl - 5,7 - bis (trifluoromethyl) pyrazolo [1, 5 - a] pyrimidin - 3 - yl] 
phenol. Antagonista del ERβ. 
PI3K: Fosfatidilinositol - 3 - quinasa. 
PKA: Proteína quinasa A. 
PKC: Proteína quinasa C. 
PPT: 4, 4', 4'' - (4 - Propyl - [1H] - pyrazole - 1,3,5 - triyl) trisphenol. Agonista del ERα. 
StAR: Proteína reguladora de la esteroidogénesis aguda.  
T: Testosterona. 
Tau: Proteína estabilizadora de microtúbulos. 
TSPO: Proteína translocadora de 18 kDa 
W: (1 S, 6 Br, 9 As ,11 R ,11 b R) - 11 - (Acetyloxy) - 1, 6 b, 7, 8, 9 a, 10, 11, 11 b - octahydro 
- 1 - (methoxymethyl) - 9 a, 11 b - dimethyl - 3H - furo [4, 3 ,2 - de] indeno [4, 5, - h] - 2 -
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1. Estradiol  
1.1. Síntesis  
El estradiol (figura 1) es un esteroide sintetizado fundamentalmente en los 
ovarios, pero también en otras estructuras como el tejido graso, el hígado, las glándulas 
suprarrenales, el tejido mamario, así como el cerebro. En todos los tejidos, el precursor 
de los esteroides es el colesterol (Gruber y col., 2002).  
 
Figura 1: Estructura química del estradiol. 
 
El primer paso de la esteroidogénesis es la conversión del colesterol a 
pregnenolona en el interior de la membrana mitocondrial interna (MMI) (figura 2). 
Muchas son las proteínas involucradas en este paso incluyendo la proteína reguladora 
de la esteroidogénesis aguda (StAR), la proteína translocadora de 18 kDa (TSPO) así 
como la enzima citocromo P450, también llamada 20,22 desmolasa (CYP11A1, P450scc). 
StAR y TSPO forman un complejo molecular denominado transduceosoma junto con 
otras proteínas incluyendo el canal aniónico dependiente de voltaje de 31 kDa (VDAC) 
así como el translocador mitocondrial de nucleótidos de adenina de 35 kDa (ANT). StAR 
y TSPO son las encargadas de transportar el colesterol desde la membrana mitocondrial 
externa hacia la interna. En este proceso altamente regulado, el colesterol es 
transformado en pregnenolona por la enzima P450scc, que corta 6 de los 8 carbonos de 
la cadena lateral en el C17 del colesterol. A continuación, la pregnenolona es 
metabolizada en el retículo endoplásmico originando otros esteroides tales como la 
testosterona (T), el estradiol o la dihidrotestosterona (DHT) (figura 2).
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Figura 2: Esteroidogénesis. El colesterol es translocado desde la MME (Membrana mitocondrial externa) 
hacia la MMI (Membrana mitocondrial interna) a través del complejo proteico formado por StAR, TSPO, 
VDAC y ANT. En la MMI, el colesterol es convertido en pregnenolona por la enzima P450scc. La 





1.2 Acciones del estradiol 
El estradiol es una hormona versátil cuyos efectos han sido mayormente 
relacionados con la regulación de la función reproductora en los mamíferos, tanto en 
machos como en hembras (Findlay y col., 2010; Schulster y col., 2016). Sin embargo, el 
estradiol también participa en la diferenciación sexual del cerebro (McCarthy., 2008; 
Gillies y McArthur., 2010), en la correcta formación y mantenimiento de los huesos 
(Riggs., 2000) y ejerce acciones protectoras en el sistema cardiovascular, así como en el 
sistema nervioso (Mendelsohn y Karas., 1999; Wise y col., 2001a; Garcia-Segura y col., 
2001). En el cerebro, el estradiol regula la función cognitiva (McEwen y Alves., 1999; 
Luine., 2014; Arevalo y col., 2015) y ejerce protección frente al infarto cerebral o a 
enfermedades neurodegenerativas como las enfermedades de Alzheimer y Parkinson 
(Wise y col., 2001b; Garcia-Segura y col., 2001). Al ser un compuesto liposoluble, el 
estradiol es capaz de atravesar la barrera hematoencefálica, pero también puede 
sintetizarse de novo en el cerebro mediante la acción de la enzima aromatasa que 
transforma la testosterona en estradiol (Naftolin y col., 1975) (figura 2). Este 
descubrimiento fue clave para comprender tanto la diferenciación sexual del cerebro 
como la regulación de la función cerebral por el estradiol sintetizado localmente en el 
tejido nervioso. En esta tesis nos centraremos en las acciones neuritogénicas del 
estradiol en el hipocampo y en el papel de la Neurogenina 3 (Ngn 3) en este proceso. 
2 Receptores de estrógeno 
2.1 Receptores clásicos de estrógeno: ERα y ERβ 
El estradiol actúa en el organismo a través de receptores de estrógeno y los más 
estudiados han sido los receptores clásicos de estrógeno, el ERα y ERβ. El ERα fue el 
primer receptor de estrógenos clonado (Green y col., 1986) y una década más tarde se 
clonó el ERβ (Kuiper y col., 1996). Son factores de transcripción capaces de regular la 
expresión génica. Ambos receptores tienen una estructura similar, un dominio de unión 
al ADN, así como un dominio de unión al ligando. El estradiol se une al dominio de unión 
al ligando e induce la activación de los receptores que pueden homodimerizarse o 
heterodimerizarse. Cuando esto sucede, los receptores se unen a los elementos de 
respuesta a estrógeno (EREs) en los promotores 
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de los genes que los contengan y se reclutan distintos coactivadores y correpresores, así 
como otros componentes del complejo de transcripción (figura 3). Se ha demostrado 
que los receptores nucleares de estrógeno pueden regular la transcripción génica no 
sólo uniéndose a EREs, sino también a sitios ER/activating protein o AP 1 (Safe y Kim., 
2008). Por otro lado, ambos receptores nucleares presentan dominios de activación que 
les permiten ser regulados por quinasas que han sido activadas a través de factores de 
crecimiento como por ejemplo el factor de crecimiento insulínico tipo I (IGF-1) (Mendez 
y Garcia-Segura., 2006). Los receptores clásicos de estrógeno también pueden estar 
asociados a la membrana plasmática en las denominadas balsas lipídicas (lipid-rafts) 
(Ramírez y col., 2009), en cuyo caso se ha demostrado que su activación induce una 
señalización rápida que es independiente de su actividad transcripcional (Briz y Baudry., 
2014).  
 
Figura 3: Señalización de los receptores clásicos de estrógeno. El estradiol se une al ERα o ERβ y entonces 
ambos receptores pueden homo o heterodimerizarse. A continuación, se unen al ADN y activan la 
transcripción génica dependiendo del tejido y tipo celular. Por otro lado, los receptores clásicos de 
estrógeno en una localización plasmática o citosólica, también pueden activar rutas de señalización no 
genómicas. 
En dicha señalización rápida intervienen moléculas como la fosfatidilinositol-3-
quinasa (PI3K). Por ejemplo, en el hipotálamo de ratas hembras ovariectomizadas y 
tratadas con estradiol, dicha hormona es capaz de activar al ERα que a su vez se une 
físicamente al receptor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF1). Esta unión origina la 




Akt (Mendez y col., 2003). Este mismo resultado también fue observado en hipocampo, 
cerebelo y corteza de ratas adultas ovariectomizadas tratadas con estradiol (Cardona-
Gomez y col., 2002). Dicha activación del receptor de IGF1 a través de estradiol y el ERα, 
que deriva en una activación de la PI3K, se ha asociado en el sistema nervioso con 
procesos tales como un correcto metabolismo de la glucosa, supervivencia neuronal, 
neuritogénesis, plasticidad sináptica, neuroprotección e incluso con un adecuado 
comportamiento reproductor (Azcoitia y col., 1999; Duenas y col., 1996; Garcia-Segura 
y col., 2000; Cardona-Gomez y col., 2002). A su vez, la vía PI3K/Akt fosforila a la glicógeno 
sintasa quinasa 3-beta (GSK3β) (Varea y col., 2009). Esta fosforilación de GSK3β, inactiva 
a dicha quinasa que deja de mantener hiperfosforilada a la β-catenina. Cuando la β-
catenina se defosforila, es translocada al núcleo donde iniciará la transcripción de sus 
genes diana. La GSK3β es una pieza clave en la regulación de proteínas asociadas a 
microtúbulos como la proteína 2 asociada a microtúbulos (Map 2) y la proteína 
estabilizadora de microtúbulos (Tau) (Varea y col., 2009). Puesto que ya se ha descrito 
la capacidad del estradiol de activar la ruta de PI3K/Akt en el sistema nervioso, 
estudiaremos si existe dicha activación por estradiol durante la neuritogénesis 
hipocampal, así como los receptores de estrógeno involucrados. 
2.2 Receptores de estrógeno de membrana: Receptor de estrógeno acoplado a 
proteínas G 
En el epígrafe anterior se ha indicado que los receptores nucleares de estrógeno 
pueden aparecer anclados a la membrana plasmática y regular distintas rutas de 
señalización con independencia de su actividad transcripcional. Sin embargo, no todos 
los efectos del estradiol pueden ser asociados al ERα o ERβ, ya que en ocasiones los 
agonistas de dichos receptores no reproducen los efectos del estradiol ni son 
bloqueados por sus antagonistas específicos.  
En el año 2000 se publicó un artículo que demostraba que el estradiol era capaz 
de activar a las quinasas reguladas por señales extracelulares (ERKs) a través de un 
receptor acoplado a proteínas G, el GPR30 (Filardo y col., 2000). Este receptor, 
actualmente llamado receptor de estrógeno acoplado a proteínas G (G Protein-Coupled 
Estrogen Receptor 1 o GPER), presenta siete segmentos transmembrana y fue clonado 
por varios grupos a finales de 1990 (Carmeci y col., 1997, Takada y col., 1997).
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Posteriormente se demostró que el estradiol, actuando sobre GPER, podía 
incrementar los niveles de adenosín monofosfato-3',5' cíclico o AMPc, de Bcl-2, del 
factor de crecimiento nervioso (NGF) así como de la ciclina D2 (Kanda y Watanabe., 
2004). En el año 2005 se demostró definitivamente la unión de estradiol al receptor 
GPER en dos estudios con células COS7 y HEK293 que fueron transfectadas con GPER 
(Thomas y col., 2005; Revankar y col., 2005).  
Dependiendo del tipo celular, la localización de GPER puede ser 
predominantemente intracelular, situándose en la membrana del retículo 
endoplasmático (Revankar y col., 2005) o puede aparecer en la membrana plasmática 
celular (Gaudet y col., 2015). Así, en tejidos como el epitelio mamario u ovárico, el 
páncreas, o en determinados cánceres de mama y endometrio, GPER aparece localizado 
en el interior celular (Gaudet y col., 2015). En útero, epitelio renal o neuronas 
hipocampales la localización de GPER se sitúa fundamentalmente en la membrana 
plasmática (Gaudet y col., 2015). Tanto si la localización de GPER es en el retículo 
endoplasmático o en la membrana plasmática, su activación por estradiol provoca un 
incremento de calcio intracelular (Filardo y col., 2000; Ariazi y col., 2010) que origina la 
activación de las tirosinas quinasas no receptoras de la familia Src. La proteína Src a su 
vez activa al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (Filardo y col., 2000). 
En este mecanismo, que ha sido aceptado para otros tipos de receptores asociados a 
proteínas G, la estimulación de GPER activa metaloproteasas que inducen la liberación 
del factor de crecimiento de unión a heparina (HB-EGF) que se unirá al EGFR activando 
moléculas tales como ERK1, ERK 2 y PI3K (Filardo y col., 2000; Edwin y col., 2006; Ruiz-
Palmero y col., 2013; Gaudet y col., 2015) (figura 4).  
La activación de GPER por el estradiol también es capaz de estimular la 







Figura 4: Señalización de GPER. El estradiol se une a GPER en el retículo endoplasmático (RE) o en la 
membrana plasmática (MP) e independientemente de su localización celular va a activar a las moléculas 
representadas en el esquema. Por un lado, puede ocasionar un incremento del calcio (Ca++) intracelular 
que finalmente activará a PI3K, Akt, ERK 1 y 2, o puede incrementar los niveles de AMPc que a su vez 
activarán a la PKA. Ambas rutas conducen a la regulación de la transcripción génica.  
3. La testosterona y el receptor de andrógenos 
La testosterona es producida fundamentalmente por las células de Leydig del 
testículo y por los ovarios. En mamíferos de ambos sexos, la testosterona puede 
sintetizarse también en la corteza adrenal y también es producida por la placenta 
(Burger., 2002; Dohle y col., 2003). Además de las zonas periféricas mencionadas, la 
testosterona también se sintetiza en el sistema nervioso (Mellon y col., 2001). Esta 
síntesis puede realizarse de novo desde el colesterol, o desde la deoxicorticosterona y 
progesterona que entran en el sistema nervioso a través del torrente sanguíneo. Una 
vez en el cerebro, la testosterona puede ser metabolizada a estradiol mediante la 
enzima aromatasa, unirse directamente al receptor de andrógenos (AR), o ser 
metabolizada a un esteroide con mayor afinidad para el AR, la dihidrotestosterona 
(DHT), mediante la enzima 5α-reductasa (figura 5). Al igual que los receptores nucleares 
de estrógeno, el AR es un factor de transcripción con dominio de unión al ADN (Tsai y 
O'malley., 1994). Sin embargo, también se han descrito mecanismos no genómicos de 
señalización por testosterona a través de receptores de andrógenos asociados a
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proteínas G que originarían a su vez la activación de segundos mensajeros como calcio 
y AMPc, y de otras rutas de señalización como la de la PKA, PKC (proteína quinasa C) o 
las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs) (Michels y Hoppe., 2008; 
Hatanaka y col., 2015).  
 
Figura 5: Metabolización de la testosterona a estradiol o DHT. La testosterona y dihidrotestosterona 
(DHT) se unen al receptor de andrógenos (AR), mientras que el estradiol activa a los receptores clásicos 
de estrógeno y GPER. 
4. Acciones del estradiol y la testosterona sobre el sistema nervioso central 
El estradiol regula la plasticidad neuronal, supervivencia, comportamiento y 
cognición de los mamíferos y desencadena acciones neuroprotectoras. Se ha observado 
que el estradiol y los receptores nucleares de estrógeno son necesarios para regular 
tanto el crecimiento como la diferenciación de axones y dendritas en el cerebro (Kalita 
y Szymczak., 2003). Por otro lado, estudios en ratones deficientes para los receptores 
de estrógeno (ERs) clásicos (ERα-KO y ERβ-KO) indican que el ERα parece estar más 
relacionado con la función y comportamiento reproductor mientras que el ERβ tendría 
un papel esencial en la cognición (Kalita y Szymczak., 2003; Hill y Boon., 2009). También 
se ha descrito que el ERα es fundamental durante la masculinización del cerebro, 
mientras que el ERβ estaría involucrado en la defeminización (Kudwa y col., 2006). 
Aunque muchos de los efectos del estradiol en el sistema nervioso central (SNC) cursan 





GPER también está involucrado en la regulación de las funciones neurológicas por el 
estradiol.  
El ARNm de GPER se encuentra expresado por todo el sistema nervioso de 
roedores independientemente del sexo. Así, encontramos expresión de GPER en 
hipocampo, hipotálamo, mesencéfalo, médula espinal o en los ganglios raquídeos 
(Brailoiu y col., 2007; Dun y col., 2009). Se ha demostrado que tanto ERα como GPER son 
capaces de activar a ERK 1 y 2 en las neuronas ganglionares del trigémino incrementando 
la alodinia facial y esta señalización podría tener un papel relevante en trastornos tales 
como la migraña (Liverman y col 2009). También se ha descrito que en ratas 
ovariectomizadas de mediana edad a las que se les ha inducido una isquemia cerebral, 
el tratamiento con estradiol y G1 (el agonista específico de GPER) promueve una mayor 
supervivencia neuronal en el hipocampo, así como un incremento en la excitabilidad 
neuronal. Por todo ello, los agonistas de GPER representan una aproximación 
terapéutica para enfermedades como el infarto cerebral o incluso enfermedades 
neurodegenerativas (Lebesgue y col., 2010). En trastornos relacionados con la 
depresión, tanto el estradiol como el G1 atenúan la señalización del receptor de 
serotonina en el núcleo paraventricular del hipotálamo reduciendo la respuesta a 
oxitocina y a la hormona adrenocorticotropa (Xu y col., 2009). Por ello, se ha sugerido 
que los agonistas de GPER podrían ser utilizados como antidepresivos. Estudios en 
primates han mostrado que el estradiol estimula a las neuronas liberadoras de la 
hormona luteinizante en la hipófisis y que dicho efecto es mimetizado por el G1, lo que 
indicaría una contribución del receptor GPER en el control de la fertilidad en primates 
(Noel y col., 2009). Todos estos resultados muestran la versatilidad del receptor GPER 
en numerosos procesos encargados de controlar la homeostasis cerebral. Por lo tanto, 
los ligandos de GPER abren nuevas ventanas terapéuticas que pueden ser más eficaces 
que las existentes actualmente para el tratamiento de enfermedades en las que el 
estradiol ha mostrado ser neuroprotector y neuromodulador. 
 La testosterona por su parte, regula tanto la sinaptogénesis como la ansiedad en 
mamíferos. Respecto a la sinaptogénesis, estudios en cultivos organotípicos de ratones 
adultos, han indicado que el tratamiento con testosterona y DHT incrementan el 
número de espinas dendríticas en el hipocampo. Este incremento de sinapsis se produce 
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en apenas dos horas y es dependiente del receptor de andrógenos cuyas acciones 
implican la activación de MAPKs, PKA y PKC entre otros (Hatanaka y col., 2015). En el 
caso de la modulación de la ansiedad, estudios en roedores gonadectomizados han 
indicado que inyecciones de testosterona disminuyen en ambos sexos la ansiedad y que 
de manera basal los machos presentan menores niveles de ansiedad que las hembras. 
Los hombres también tienen menores niveles de ansiedad que las mujeres, lo que se ha 
relacionado con que los hombres presentan niveles más altos de testosterona que las 
mujeres (Celec y col., 2015). En este sentido, la orientación espacial también es mayor 
en hombres que en mujeres y en roedores se ha detectado que el tratamiento con 
testosterona incrementa dichas habilidades en hembras (Celec y col., 2015). Respecto a 
la memoria, la testosterona también juega un papel relevante. Mientras que las mujeres 
presentan una memoria verbal mayor que los hombres, éstos presentan una memoria 
visual espacial mayor (Lewin y col., 2001). En estudios clínicos en hombres con 
andropausia y mujeres con menopausia se han observado mejoras tanto en aprendizaje 
y memoria tras la suplementación con testosterona incluso en periodos de 6 semanas 
de tratamiento (Cherrier y col., 2007). El tratamiento con testosterona también ha 
mostrado incrementar la memoria espacial y verbal en pacientes con la enfermedad de 
Alzheimer (Cherrier y col., 2007). No obstante, a pesar de que tratamientos con 
testosterona agudos y a dosis intermedias presentan efectos beneficiosos, se necesitan 
más experimentos para llegar a diseñar una terapia hormonal eficaz basada en la 
testosterona.  
5. Acciones del estradiol en el hipocampo 
El hipocampo es una estructura cerebral relacionada con el aprendizaje y la 
memoria espacial. Es una de las zonas del sistema nervioso central más estudiadas 
debido a las implicaciones que se derivan de su función. Cualquier evento que afecte la 
estabilidad y supervivencia de las neuronas hipocampales originará trastornos 
cognitivos irreversibles. Por todo ello, numerosos estudios se han centrado en 
comprender cómo funciona el hipocampo, cuál es su regulación y cómo se comunica 
con otras áreas cerebrales. El objetivo final, es conocer los mecanismos que regulan la 
memoria e intentar evitar o paliar las consecuencias de las enfermedades 




el hipocampo es la enfermedad de Alzheimer. Los problemas de memoria y 
desorientación aparecen entre los primeros síntomas de la enfermedad. El hipocampo 
también se ve afectado en situaciones de carencia de oxígeno (hipoxia), inflamación del 
encéfalo (encefalitis) o epilepsia del lóbulo temporal. El estradiol ejerce numerosas 
acciones en el hipocampo, en donde se ha descrito su papel neuroprotector (Azcoitia y 
col., 2011; Pietranera y col., 2014; Giatti y col., 2015; Arevalo y col., 2015; Siddiqui y col., 
2016) y sus acciones moduladoras de la sinaptogénesis, dendritogénesis y formación de 
espinas dendríticas en neuronas piramidales (Wooley y McEwen., 1992; Segal y 
Murphy., 2001; Kretz y col., 2004; Rune y col., 2006; Mukai y col., 2007). Los roedores 
hembra presentan un ciclo estral con unos niveles máximos y mínimos de estradiol 
periféricos a lo largo del mismo que correlacionan positivamente con un incremento en 
el número de espinas dendríticas y de sinapsis, así como de las ramificaciones de la 
dendrita apical de las neuronas piramidales de CA1 (Woolley y col., 1990; Woolley y 
McEwen., 1992). El estradiol también regula la expresión de proteínas sinápticas tales 
como la sinaptofisina o espinofilina (Kretz y col., 2004; Prange-Kiel y col., 2006; Jelks y 
col., 2007) y la neurogénesis en la región subgranular del giro dentado (Tanapat y col., 
1999; Fester y col., 2006). Por otro lado, la administración de estradiol y G1 a ratas 
ovariectomizadas, produce un incremento significativo de la liberación de acetilcolina 
en las neuronas colinérgicas en el hipocampo y un aumento de la memoria a corto plazo 
(Hammond y col., 2011).  El estradiol también inhibe a las interneuronas GABAérgias del 
hipocampo, incrementando el número de espinas dendríticas en cultivos de neuronas 
piramidales de rata. Por tanto, el estradiol es capaz de modificar la ratio de 
excitación/inhibición en el hipocampo (Segal y Murphy., 2001). Estas modificaciones 
producidas en el número de espinas dendríticas estarían promoviendo una potenciación 
a largo plazo (LTP) en las neuronas hipocampales. En rodajas de hipocampo de rata, el 
estradiol incrementa la LTP estimulando a mTOR a través de la activación de calpaína y 
de una señalización rápida independiente de la actividad transcripcional de los 
receptores nucleares de estrógeno (Briz y Baudry., 2014).  
Además de las acciones del estradiol de origen gonadal sobre el hipocampo 
(Woolley y col., 1990; Woolley y McEwen., 1992), también hay que considerar las 
acciones del estradiol producido localmente en el cerebro. La enzima aromatasa, cuya
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función ya mencionada es convertir la testosterona en estradiol, se expresa en 
poblaciones específicas de neuronas del hipocampo y de otras regiones cerebrales, 
(Garcia-Segura y col., 1999; Wehrenberg y col., 2001; Hojo Y. y col., 2004; Yague y col., 
2008), las cuales producen estradiol (Prange-Kiel y col., 2003; Amateau y col., 2004; Hojo 
Y. y col., 2004; Kretz y col., 2004; Fester y col., 2009). El estradiol producido localmente 
en el hipocampo regula la formación de espinas dendríticas, sinapsis, así como la función 
sináptica (Ishii y col., 2007; Sato y col., 2007; Hojo Y. y col., 2008; Bender y col., 2010; 
Fester y col., 2012). Aún no se conoce si existe una interacción entre el estradiol de 
origen hormonal y el estradiol sintetizado localmente en la regulación de la función 
neuronal. Gabrielle Rune y sus colaboradores (Rune y col., 2006; Prange-Kiel y col., 2008) 
han propuesto que el estradiol de origen ovárico regularía la síntesis del estradiol en el 
hipocampo a través de la liberación de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), 
aunque esta hipótesis está por demostrar. En el presente estudio analizaremos como la 
síntesis local de estradiol por las neuronas del hipocampo afecta a las acciones 
neuritogénicas del estradiol exógeno. 
6. Hormonas y diferenciación sexual del cerebro 
En 2001, el Instituto Nacional de Salud (NIH) de los Estados Unidos puso de 
manifiesto la necesidad de crear una investigación que tenga en cuenta la existencia de 
diferencias en la función normal o patológica del cerebro entre hombres y mujeres 
(Wizemann y Pardue., 2001). Diez años más tarde, el Instituto Nacional de Salud Mental 
(NIMH) organizó un congreso titulado “Sex Differences in Brain, Behavior, Mental Health 
and Mental Disorders” en el cual se animó a los investigadores a incluir la variable sexo 
en la experimentación. Puesto que existen diferencias sexuales en el cerebro, han de ser 
examinadas para comprender cómo muchas enfermedades mentales afectan de forma 
diferente a hombres y mujeres. De esta forma, es necesaria la creación de terapias 
específicas para cada sexo dependiendo de la enfermedad a tratar. En humanos, existen 
importantes diferencias sexuales relacionadas con la cognición, las respuestas 
emocionales, el aprendizaje, la memoria, el lenguaje, el miedo, e incluso la ansiedad y 
la nocicepción. A nivel patológico, también se han observado distintas incidencias de 
enfermedades neurodegenerativas dependiendo del sexo tales como la enfermedad de 




Pero, ¿de qué depende la diferenciación sexual del cerebro? La respuesta surge 
desde el desarrollo temprano donde, en los mamíferos, la presencia o ausencia del 
cromosoma Y, determinará el programa de desarrollo masculino o femenino, 
respectivamente. En este programa de desarrollo, las hormonas son el eje organizador 
y pilar básico de la diferenciación sexual del sistema nervioso en los mamíferos 
(McCarthy y col., 2012; Peper y Koolschijn., 2012). Estudios en roedores han mostrado 
que, durante el desarrollo temprano, la exposición a testosterona o estradiol provoca 
cambios permanentes en el sistema nervioso que posteriormente se reflejarán en el 
comportamiento o fisiología del adulto. Dichos estudios revelaron además la existencia 
de periodos críticos durante el desarrollo del sistema nervioso en mamíferos en los que 
las hormonas han de actuar adecuadamente para masculinizar o no, determinadas áreas 
cerebrales.  
Así, en mamíferos se establecen la existencia de dos periodos hormonales 
fundamentales. El primero, sería el llamado periodo de organización y su duración 
comprende desde la etapa fetal (formación de los testículos en machos debido a la 
activación del gen SRY y formación de ovarios en el caso de las hembras debido a la 
ausencia de dicho gen) hasta varios días después del nacimiento (McCarthy., 2008; 
Gillies y McArthur., 2010). El segundo, sería el llamado periodo de activación que 
correspondería desde la adolescencia hasta el fin de la vida del individuo (McCarthy y 
Konkle., 2005; McCarthy., 2008). Durante el periodo de organización se generan 
diferencias en el desarrollo neuronal y glial que finalmente resultarán en diferencias 
sexuales en la estructura y función cerebral. En el periodo de activación las hormonas 
sexuales regulan la función de las estructuras dimórficas del cerebro que fueron 
generadas durante el periodo de organización (McCarthy y Konkle., 2005). La 
testosterona producida por el testículo fetal se metaboliza en el cerebro masculino en 
desarrollo en estradiol y DHT. Ambos metabolitos participan en la generación de 
caracteres masculinos en la estructura cerebral. En particular, el estradiol formado en el 
cerebro a partir de la testosterona se considera el principal agente masculinizador y 
desfeminizador del cerebro, por lo menos en roedores (MacLusky y Naftolin., 1981). 
Numerosos estudios han demostrado este papel del estradiol sobre el cerebro 
masculino en desarrollo (Roselli y Resko., 1993; Lephart., 1996; McCarthy., 2008). Por el 
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contrario, se conoce mal el papel que las hormonas pueden tener en el proceso de 
feminización del cerebro en las hembras durante el periodo de organización. De hecho, 
el proceso de feminización del cerebro durante el periodo de organización es 
independiente de los ovarios y durante mucho tiempo se ha considerado que el 
femenino es el patrón de diferenciación del cerebro por defecto. Dicho patrón en los 
machos se vería alterado por la llegada de la testosterona al cerebro. No obstante, 
recientes estudios indican que la feminización del cerebro de roedores es un proceso 
activo que requiere la represión de la masculinización por medio de la metilación del 
ADN (Nugent y col., 2015).  Por otra parte, existen evidencias de que los procesos de 
masculinización y feminización del cerebro continúan durante la pubertad y en este 
periodo las hormonas tendrían un papel activo en la feminización del cerebro de las 
hembras (Juraska y col., 2013). Otra posibilidad, que será explorada en esta tesis, es que 
en la feminización del cerebro intervenga el estradiol producido localmente por las 
neuronas. 
7. Neuritogénesis y su regulación por estradiol  
Numerosos estudios han mostrado que el estradiol regula la diferenciación tanto 
de neuronas como de células gliales en el sistema nervioso central. Los efectos del 
estradiol en neuritogénesis han sido fundamentalmente estudiados en hipotálamo 
(Faivre-Bauman y col., 1981; Loudes y col., 1983; Uchibori y Kawashima., 1985). En esta 
zona también se ha observado que el estradiol genera diferencias sexuales en los 
circuitos neuroendocrinos encargados de la ingesta de alimentos, o la reproducción 
(Ferreira y Caceres., 1991; Lenz y McCarthy., 2010.) Sin embargo, el hipotálamo no es la 
única zona del cerebro en la cual el estradiol ha mostrado ser capaz de incrementar la 
neuritogénesis. También lo hace en neuronas de mesencéfalo (Reisert y col., 1987; 
Beyer y Karolczak., 2000), corteza (Toran-Allerand y col., 1988), hipocampo (Bender y 
col., 2010; Ruiz-Palmero y col., 2011 y 2013; Arevalo y col., 2012) e incluso en las 
neuronas sensoriales de los ganglios raquídeos (Blacklock y col., 2005). Los efectos que 
el estradiol presenta sobre neuritogénesis no siempre son debidos al estradiol periférico 
procedente de las gónadas. En muchas ocasiones proceden del estradiol sintetizado de 
manera local en el cerebro por neuronas y astrocitos mediante acciones autocrinas o 




8. Ngn 3 y la regulación de la neuritogénesis 
La Ngn 3 es una proteína de 214 aminoácidos y 23,5 kDa de peso molecular 
perteneciente al grupo A de la familia de las bHLH (basic helix-loop-helix). Estas 
proteínas presentan dos dominios funcionales: un dominio básico de 15 aminoácidos de 
unión al ADN y un dominio HLH en el extremo carboxilo terminal compuesto por 40 
aminoácidos que forman dos α-hélices anfipáticas conectadas por un lazo de longitud 
variable. Mediante cristalografía se ha determinado que las proteínas de esta familia 
dimerizan por medio de los dominios HLH, adoptando una conformación en tijera y 
uniéndose al ADN mediante los dominios básicos (Han y cols., 2006). Todas las proteínas 
de la familia bHLH son importantes reguladores transcripcionales con funciones 
fundamentales y bien conocidas en la determinación y diferenciación de numerosos 
tipos celulares y en el desarrollo del sistema nervioso tanto en vertebrados como 
invertebrados. Los genes proneurales achaete-scute y atonal, pertenecientes a la familia 
bHLH, son necesarios para la determinación de los precursores neurales en Drosophila 
(Moore y col., 2000).  
La subfamilia de las neurogeninas la componen tres genes de la familia bHLH 
relacionados con atonal:   Neurogenina 1 (Ngn 1), Neurogenina (Ngn 2) y Ngn 3. Se 
identificaron por primera vez en la línea celular de la cresta neural Monc-1 mediante 
PCR degenerada con el objetivo de caracterizar los genes bHLH que intervienen en las 
etapas tempranas de determinación neuronal y su expresión fue definida mediante 
hibridación in situ en distintas etapas (E8.5-E14) del desarrollo embrionario de Xenopus 
(Bellefroid y col., 1996; Sommer y col., 1996). Los genes murinos Ngn 1 y Ngn 2, son 
esenciales en la determinación de los linajes sensoriales del sistema nervioso periférico 
(Fode C. y col., 1998), los ganglios sensoriales craneales y espinales, neuronas ventrales 
de la médula espinal (Bertrand y col., 2002) así como en la neurogénesis hipocampal del 
giro dentado (Breunig y col., 2007). El gen Ngn 3 se expresa en determinadas regiones 
del sistema nervioso central en desarrollo, mayoritariamente en la hipotalámica, y en el 
hipocampo (Salama-Cohen y col., 2006). También se expresa abundantemente en el 
páncreas embrionario (Sommer y col., 1996; Gradwohl y cols., 2000) así como en las 
espermatogonias (Yoshida y col., 2004) donde define la espermatogénesis temprana. 
Existen trabajos en roedores y pollo que describen a la Ngn 3 como uno de los genes 
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proneurales claves durante la formación del canal ependimario y retina, así como para 
la correcta diferenciación de las neuronas que formarán los ganglios sensoriales del 
sistema nervioso periférico somático (Sommer y col., 1996; Ma y col., 2009; Gradwohl y 
col., 2000). También se ha observado que en roedores la Ngn 3 es esencial para el 
desarrollo y diferenciación de los progenitores gliales de la médula espinal (Liu y col., 
2002; Lee y col., 2003). Se ha encontrado que la Ngn 3 promueve la neurogénesis e 
inhibe la gliogénesis en vertebrados durante la formación del sistema nervioso e incluso 
en el adulto (Korzh y Strähle., 2002).  
En el hipocampo adulto de ratón, la Ngn 3 aparece en las neuronas piramidales 
de las zonas CA1, CA2 y CA3, así como en la capa granular del giro dentado. También se 
ha observado su expresión en las colaterales de Schaffer. Su localización es 
citoplasmática y nuclear con ligeras variaciones durante el desarrollo neuronal del ratón 
(Simon-Areces y col., 2010). Así, en neuronas hipocampales de ratón in vitro, se ha 
observado una mayor cantidad de Ngn 3 en el citoplasma coincidiendo con la 
determinación de la polaridad neuronal. Una vez establecida dicha polaridad, existe una 
mayor expresión de Ngn 3 en el núcleo. (Simon-Areces y col., 2010). La sobre-expresión 
de Ngn 3 en neuronas del hipocampo en cultivo da lugar a un aumento considerable del 
número de dendritas. Paralelamente, también induce modificación en el número de 
sinapsis aferentes, lo que supone un aumento en la relación excitación/inhibición en las 
terminales sinápticas y por tanto un aumento en la actividad neuronal (Salama-Cohen y 
col., 2006). Esta función de la Ngn3 puede ser muy relevante, ya que el correcto 
funcionamiento del cerebro requiere un balance excitatorio/inhibitorio finamente 
regulado y se ha sugerido que desórdenes del desarrollo tal como la epilepsia, el autismo 
y ciertos retrasos mentales reflejan una distorsión de dicho balance durante la 
ontogenia de la corteza cerebral e hipocampal (Rubenstein y Merzenich., 2003). La 
expresión de la Ngn 3 es inhibida por la actividad del receptor Notch y viceversa 
(Kageyama y Nakanishi., 1997). El receptor Notch es una proteína transmembrana cuya 
señalización se inicia cuando se une a él un ligando de la familia Delta o Jagged, que 
están anclados en la membrana de las células adyacentes. Tal interacción desencadena 
en el receptor una doble ruptura proteolítica en la que parte del dominio intracelular de 




Supressor-of-hairless). Por un proceso complejo del que forma parte la desactivación de 
represores, IC-Notch-CSL induce la expresión de factores de transcripción homólogos 
del Hairy/Enhancer-of-split, familia Hes (Hairy and enhancer of split) y proteínas 
relacionadas con dicha familia (Mumm y Kopan., 2000; Iso y col., 2003) que reprimen la 
transcripción de genes proneurales como las Neurogeninas, Mash y NeuroD (figura 6) 
(Iso y col., 2003; Lundkvist y Lendahl., 2001). La familia Hes está dividida en cuatro 
subfamilias, que en vertebrados están formadas por varios miembros. En el SNC, Notch 
controla la expresión de Hes 1 (Hairy and enhancer of split 1) y Hes (Hairy and enhancer 
of split 5) (Davis y Turner., 2001), regulando funciones clave durante el desarrollo 
embrionario como la correcta delimitación de los ejes antero-posterior y dorso-ventral 
de los vertebrados (Fiúza y Arias., 2007), la neurulación, la proliferación y diferenciación 
de progenitores neurales (lo que implica el control de neurogénesis y gliogénesis), la 
neuritogénesis y el desarrollo de los órganos sensoriales (Hojo M. y col., 2000; Kageyama 
y col., 2005; Fischer y Gessler., 2007; Arevalo y col., 2011).  
 
Figura 6: Efectos de la activación del receptor Notch sobre Ngn 3: Cuando Notch está activado origina un 
incremento en la transcripción de Hes 1 y 5 que a su vez provoca un descenso en los niveles de expresión 
de Ngn 3.  
 
En el cerebro adulto, Notch participa en la memoria a largo plazo (Costa y col., 
2003), en la regulación de la morfología del árbol dendrítico (Breunig y col., 2007), en la 
plasticidad sináptica (Dahlhaus y col., 2008) y en la neurogénesis postnatal (Lugert y col., 
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2010). En neuronas de hipocampo de cerebro de ratón en cultivo, la activación de Notch 
da lugar a una disminución del número de dendritas y a un aumento de su longitud, 
mientras que la inhibición de Notch produce el efecto contrario (Salama-Cohen y col., 
2005). Las acciones que la activación o inhibición de Notch causa sobre el patrón 
dendrítico se correlacionan con el aumento/disminución de la expresión de Hes 1 y Hes 
5 (Salama-Cohen y col., 2005 y 2006). Como factor de transcripción, la Ngn 3 se asocia a 
proteínas E (E12 o E47) formando un complejo heterodimérico de unión al ADN. Para 
aumentar la estabilidad del complejo la Ngn 3 sufre una modificación post-traduccional 
en forma de fosforilación que tiene lugar sobre el residuo de treonina 188 (T188) 
(Vosper y col., 2007) Así, se aumenta la estabilidad de la proteína tras unirse al ADN 
confiriéndole una mayor vida media. La T188 se sitúa en el lazo entre los dominios 
helicoidales y es un residuo altamente conservado en mamíferos (Rukstalis y Habener., 
2009). Cuando debe ser degradada, la Ngn 3 se poliubiquitila y es transportada al 
proteasoma. Teniendo en cuenta que la Ngn 3 es un gen clave durante la diferenciación 
neuronal de determinadas regiones cerebrales, en esta tesis decidimos explorar más a 
fondo su papel en la diferenciación de neuronas primarias de hipocampo, su posible 
relación con el estradiol y su posible papel en la generación de diferencias sexuales en 
neuritogénesis. 
9. Justificación de los objetivos de la tesis 
Ya se ha mencionado que el estradiol es capaz de promover neuritogénesis en 
diversas zonas cerebrales tales como el hipocampo. Puesto que la Ngn 3 es un gen 
proneural necesario para este proceso, nos propusimos averiguar si el estradiol es capaz 
de modular a dicho gen. Si esto era así, nos interesaban los mecanismos celulares que 
subyacen a esta regulación estudiando los receptores y posibles rutas de señalización 
implicadas. Así mismo, nos pareció relevante conocer si el proceso neuritogénico es 
exactamente el mismo en neuronas hipocampales de ratones macho y hembra desde la 
etapa fetal o si por el contrario existen diferencias sexuales. En este contexto, quisimos 
estudiar la contribución de la Ngn 3 así como las hormonas sexuales esteroideas y 
neuroesteroides en dicho proceso neuritogénico. El presente trabajo ha intentado 
dilucidar el papel de la testosterona, del estradiol y de sus respectivos receptores sobre 
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      Objetivos 
1. Determinar si la Ngn 3 media los efectos neuritogénicos del estradiol en 
neuronas hipocampales. 
 
2. Determinar los receptores de estrógeno implicados en la acción neuritogénica 
del estradiol. 
 
3. Determinar si existen diferencias sexuales en la regulación de la neuritogénesis 
hipocampal por el estradiol. 
 
4. Determinar el papel de la Ngn 3, estradiol, testosterona y receptores de 
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1. Animales  
 
Para el desarrollo de los experimentos, se emplearon ratones de la cepa CD1 a la 
edad embrionaria de 17 y 18 días (E17 y E18) así como posnatales recién nacidos (P0) y 
de un día (P1). Todos los animales utilizados procedieron del animalario del Instituto 
Cajal del CSIC.  Los animales se mantuvieron a 22ºC y 60 % de humedad, con ciclos 
alternativos de luz/oscuridad de 12h y sin restricciones de comida ni de agua. El número 
de los animales se redujo al mínimo necesario para cada experimento y fueron 
manipulados conforme a las normativas de la Unión Europea (86/609/EEC y 
2010/63/UE) y de España (Protección de los animales utilizados para experimentación y 
otros fines científicos: RD. 53/2013), teniendo especial cuidado en evitar su sufrimiento.  
 
2. Cultivos de neuronas de hipocampo  
Los primeros experimentos de esta tesis se realizaron en cultivos mixtos de 
neuronas hipocampales de machos y hembras procedentes de embriones de diecisiete 
días (E17), pero poco tiempo después comenzamos a separar el sexo de los embriones 
para ser más exactos en nuestros resultados. A E17 observamos que se podían distinguir 
los testículos en el caso de los machos y la ausencia de ellos en el caso de las hembras. 
Para asegurarnos que el sexado era correcto, se genotiparon varias camadas 
coincidiendo el resultado de macho o hembra con el obtenido de visu. A continuación, 
los hipocampos de E17 fueron disecados en HBSS (Hank´s Balanced Salt Solution, 
Invitrogen) sin cationes calcio ni magnesio.  El tejido  fue cortado en trozos de 1mm 
aproximadamente y disociado con 1 mg/ml de tripsina (Worthington Biochemicals) 
durante 15 minutos a 37ºC y posteriormente tratado con 10 µg/ml de DNasaI (Sigma-
Aldrich) como está descrito en (Goslin y Banker., 1989). Las neuronas se sembraron 
sobre placas de seis pocillos o sobre cubres de vidrio de 1 cm2 de superficie, previamente 
recubiertos con 0,5 mg/ml de poli-L-lisina (Sigma-Aldrich) y fueron cultivadas en medio 
Neurobasal (Gibco) sin rojo fenol suplementado con B-27, GlutaMAX I (Invitrogen) y los 
antibióticos penicilina y estreptomicina (Invitrogen). La densidad del cultivo fue de 300 
o 700 neuronas/mm2 para las placas de seis pocillos y de 200-300 neuronas/mm2 para 
los cubres de vidrio. En estas condiciones se detectó un 5% de células gliales en los 
cultivos realizados a un día y dos días in vitro (1 DIV y 2 DIV). 
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3. Tratamiento de los cultivos de neuronas de hipocampo  
 
Los cultivos de neuronas fueron tratados a 1, 2 o 3 DIV con los siguientes 
tratamientos dependiendo del objetivo experimental (Tabla 1). 
 
3.1. Tratamientos con agonistas de los receptores nucleares de estrógeno (alfa, 
beta) y de GPER: Agonista de los receptores nucleares de estrógeno y de membrana, 
(17β)-Estra-1,3,5(10)-triene-3,17-diol o Estradiol (E2) a una concentración de 10, 0,1 y 
0,001 nM; agonista del receptor de andrógenos, testosterona (T) a una concentración 
de 100 nM; metabolito activo de la testosterona y agonista del receptor de andrógenos 
(AR), dehidrotestosterona (DHT) a una concentración de 10 nM; agonista específico del 
receptor de estrógeno alfa (ERα),  4,4',4''-(4-Propyl-[1H]-pyrazole-1,3,5-triyl)trisphenol 
(PPT) a una concentración de 10 nM o 0,1 nM; agonista específico del receptor de 
estrógeno beta (ERβ), 2,3-bis(4-Hydroxyphenyl)-propionitrile (DPN) a una concentración 
de 1 o  0,1 nM; agonista específico de GPER, 1 - [(3aR*, 4S*, 9bS*) - 4 - (6 - Bromo - 1, 3 
- benzodioxol - 5 - yl)-3 a, 4, 5, 9b - tetrahydro - 3 H - cyclopenta [c] quinolin - 8 - yl] - 
ethanone (G1) a una concentración de 10 o 0,1 nM.  
 
3.2. Tratamientos con antagonistas de los receptores nucleares de estrógeno 
(alfa, beta) y de GPER: antagonista específico del ERα, 1, 3 - Bis (4 -hydroxyphenyl) - 4 - 
methyl - 5 - [4 - (2 - piperidinylethoxy) phenol] - 1 H - pyrazole dihydrochloride (MPP) a 
una concentración de 100 nM; antagonista específico del ERβ, 4 - [2 - Phenyl - 5, 7 - bis 
(trifluoromethyl) pyrazolo [1, 5 - a] pyrimidin - 3 - yl] phenol (PHTPP) a una 
concentración de 100 nM; antagonista específico de GPER, (3aS*,4R*,9bR*) - 4 - (6 - 
Bromo - 1, 3 - benzodioxol - 5 - yl) - 3a, 4, 5, 9b - 3H -cyclopenta [c] quinoline (G15) a una 
concentración de 10 nM. 
 
3.3. Tratamientos con inhibidores: Inhibidor de la enzima aromatasa,  4,4'-(1H-
1,2,4-Triazol-1-ylmethylene)bisbenzonitrile o letrozol (L) a una concentración de 10 nM; 
Inhibidor de la enzima 5α-reductasa, (5α,17β)-N-(1,1-Dimethylethyl)-3-oxo-4-
azaandrost-1-ene-17-carboxamide o finasteride (F) a una concentración de 10 nM; 
inhibidor de la fosforilación de fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K), (1S, 6bR, 9aS, 11R, 
11bR) 11 - (Acetyloxy) - 1, 6b, 7, 8, 9a, 10, 11, 11b - octahydro - 1 - (methoxymethyl) -9a, 
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11b - dimethyl - 3H - furo [4, 3, 2 - de] indeno [4, 5, - h] - 2 - h] - 2- benzopyran - 3, 6, 9 -











E2 Agonista ERs 10, 0,1 y 0,001 nM Sigma Aldrich 
Testosterona (T) Agonista de AR 100 nM Sigma Aldrich 
DHT Agonista de AR 10 nM Sigma Aldrich 
PPT Agonista de ERα 10 y 0,1 nM Tocris 
DPN Agonista de ERβ 1 y 0,1 nM Tocris 
G1 Agonista de GPER 10 y 0,1 nM Tocris 
MPP Antagonista de ERα 100 nM Tocris 
PHTPP Antagonista de ERβ 100 nM Tocris 
G15 Antagonista de GPER 10 nM Tocris 
Letrozol (L) Inhibidor de la 
aromatasa 
10 nM Tocris 
Finasteride (F) Inhibidor de la              
5α-reductasa 
10 nM Sigma Aldrich 
Wortmanina (W) Inhibidor de la PI3-K 100 nM Calbiochem 
 
Tabla 1. Función, concentración, y fabricante de los agonistas, antagonistas e inhibidores utilizados. 
 
3.4. Metodología de los tratamientos in vitro: Antes de realizar ningún 
tratamiento las neuronas hipocampales fueron crecidas en medio Neurobasal sin rojo 
fenol con B-27, GlutaMAX I y los antibióticos penicilina y estreptomicina (medio 
suplementado). En el caso de los experimentos donde se realizó PCR a tiempo real, las 
neuronas hipocampales se incubaron en el estadio correspondiente durante dos horas 
en Neurobasal sin rojo fenol, B-27, GlutaMAX I ni los antibióticos penicilina y 
estreptomicina (medio de ayuno). A continuación, se trataron durante dos horas en el 
mismo medio de ayuno con los compuestos indicados en cada experimento. En el caso 
de realizarse PCR a tiempo real tras una electroporación con ARNi, dichos ARNs se 
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mantuvieron durante 24 o 48 horas según corresponda en medio Neurobasal 
suplementado sin rojo fenol. En ambos casos, tras el tratamiento, se procedió a la lisis 
celular para extracción de ARN. En los experimentos para Western Blot, las neuronas 
fueron ayunadas durante dos horas, y los tratamientos se mantuvieron después durante 
45 minutos. En aquellos Western Blot en los que las neuronas fueron electroporadas 
con ARNi, se mantuvieron con dicho ARNi y medio suplementado durante 24 horas. En 
ambos casos, una vez finalizado el tratamiento, se procedió a la lisis celular 
corresponiente a esta técnica. En las inmunocítoquímicas, los tratamientos se 
mantuvieron en el estadio correspondiente durante 16 o 24 horas en medio Neurobasal 
sin rojo fenol suplementado. Todos aquellos tratamientos neuronales que superen las 6 
horas, se realizaron con medio Neurobasal sin rojo fenol con B-27, GlutaMAX I y los 
antibióticos penicilina y estreptomicina. Esto es debido a que las neuronas comienzan a 




Los ARNs de interferencia (ARNis) 08 y 09 para la Ngn 3 se adquirieron en Applied 
Biosystems/Ambion y para GPER en Dharmacon. Se transfectaron usando una 
concentración de 25 nM empleándose un ARNi sin diana para obtener el control 
negativo. La especificidad de los ARNis utilizados se comprobó mediante PCR a tiempo 
real.  
 
5. Transfección  
 
Los cultivos de neuronas del hipocampo de ratón fueron lipofectados a 1, 2 ó 3 
DIV según el objetivo experimental, con el kit Effectene Transfection Reagent (Qiagen 
GmbH, Hilden, Germany), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se lipofectaron 0,65 
μg del plásmido de sobreexpresión de GFP (EGFP) y la cantidad necesaria de ARNis para 
obtener una concentración de 25 nM en el medio. Los cultivos permanecieron en 
presencia de los liposomas durante 3 horas a 37ºC y 5% CO2. Posteriormente las células 
se lavaron con medio Neurobasal, incubándose después durante 24 horas en 
Neurobasal suplementado durante 24 horas. Para el análisis morfológico de las 
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Las neuronas de hipocampo de ratón fueron nucleofectadas mediante el 
electroporador Amaxa con el kit de neuronas de ratón (Amaxa, Gaithersburg, MD) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se electroporaron los ARNis dirigidos a 
disminuir los niveles del ARNm de la Ngn 3 y GPER, con su correspondiente control 
negativo. Tras la electroporación se sembraron las neuronas a la densidad de 300 u 800 
células/mm2 y se permitió su expresión durante 24 o 48 horas. Se extrajo el ARN total y 
se procedió a su cuantificación mediante PCR a tiempo real e inmunoblot. 
 
7. Inmunocitoquímica  
 
Los cultivos de neuronas sembradas en cubres, a una densidad de 200 o 300 
células/mm2. Una vez tratados fueron fijados con paraformaldehido al 4% durante 20 
minutos. Tras la fijación, se lavaron tres veces con PBS y, en los casos en que era 
necesaria la amplificación con tiramida, se realizó un tratamiento previo de 5 minutos 
con H2O2 al 3%. De nuevo se lavaron dos veces con PBS y otras dos veces más con 
PBS/gelatina 0,12%. Para evitar el marcaje inespecífico, utilizamos gelatina como agente 
bloqueante en lugar de suero o de albúmina. Las células fueron permeabilizadas con 
tritón X-100 al 0,12% en PBS/gelatina durante 4 minutos y lavadas tres veces con 
PBS/gelatina antes de incubarlas con el/los anticuerpo/s primario/s (tabla 2) durante 1 
hora a temperatura ambiente (TA). Pasado este tiempo se hicieron tres lavados con 
PBS/gelatina y se incubaron las células con el/los anticuerpo/s secundario/s (tabla 3) 
durante 45 minutos a TA. Se hicieron de nuevo tres lavados con PBS/gelatina y otros dos 
con PBS. Se dejaron secar antes de ser montados los cubres con vectashield-DAPI y 
sellados con laca de uñas. En el caso de la amplificación con tiramida, los anticuerpos 
secundarios estaban unidos a biotina. Tras la incubación con los anticuerpos 
secundarios, las células fueron tratadas durante 15 minutos con estreptavidina-
peroxidasa, lavadas tres veces con PBS e incubadas durante 10 minutos con la tiramida 
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que lleva unida un fluoróforo. Tras ser lavadas tres veces con PBS se procedió al secado 











Ngn 3 Ratón 1:2000 F25A13B, Hybridoma 
Bank 
βIII-Tubulina Mouse 1:500 TUJ1, BabCO 
GFP Cabra 1:1000 Abcam 
Map 2 Pollo 1:7000 Abcam 
Tau Ratón 1:500 Abcam 
 
Tabla 2. Especificidad, especie de obtención, dilución de uso y fabricante de los diferentes anticuerpos 














Cabra 1:500 Jackson Immuno 
Research 
Ratón Cabra 1:1000 Jackson Immuno 
Research 
Cabra Burro 1:1000 Molecular Probes 
Pollo Burro 1:1000 Jackson Immuno 
Research 
Conejo Cabra 1:1000 Jackson Immuno 
Research 
 
Tabla 3. Especificidad, especie de obtención, dilución de uso y fabricante de los diferentes anticuerpos 
secundarios usados en la técnica de inmunocitoquímica.
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8. Pureza y análisis morfológico de los cultivos de neuronas hipocampales 
Para evaluar la pureza del cultivo de neuronas hipocampales se calculó el 
porcentaje de células inmunorreactivas para la proteína fibrilar ácida glial (GFAP, 
marcador de astrocitos) con respecto al número total de células βIII-Tubulina (marcador 
de neuronas), obteniendo de un 2 a un 5% de astrocitos. En el caso de los cultivos no 
sexados, el análisis morfológico se llevó a cabo mediante la tinción con βIII-Tubulina en 
cultivos de 1 y 3 DIV. El recuento de neuritas o dendritas y del número de intersecciones 
por célula, se obtuvo de un total de 30-50 neuronas por tratamiento en cada 
experimento tomadas al azar para evitar sesgar los datos. Al carecer de un marcaje 
axonal, al número total de dendritas que se contó por célula se le restó el valor de uno 
correspondiente al axón, aunque no lo viéramos marcado. La medida de intersecciones 
totales por neurona se realizó mediante el método de Sholl. Se contaron todas las 
intersecciones realizadas por las prolongaciones de cada célula en cada círculo 
concéntrico sin discriminar entre axón y dendritas. En el caso de los cultivos sexados, las 
neuronas hipocampales a 2 DIV inmunopositivas para MAP-2 y Tau o GFP y Tau, se 
clasificaron en tres estadios morfológicos (figura 7): estadio I (sin prolongaciones), 




Figura 7.  Estadios de diferenciación correspondientes a neuronas hipocampales de 2 DIV. Tinción 
realizada con Map 2 para marcar dendritas y con Tau para visualizar los axones. El estadio I corresponde 
a neuronas sin prolongaciones (flecha), el estadio II a neuronas con neuritas o dendritas sin axón definido 
y el estadio III a neuronas con dendritas y axón definido. 
 
Tras la toma de fotos, la primera parte del análisis morfológico fue llevada a cabo 
clasificando al azar 50-100 células por tratamiento en cada uno de los tres estadios 
mencionados. De esta forma pudimos obtener una medida del desarrollo del cultivo. A 
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continuación, para evaluar el número medio de dendritas por tratamiento, se contaron 
las dendritas de las neuronas en estadio II y III. En el caso del axón, la longitud media por 
tratamiento se cuantificó en neuronas en estadio III. La medida del axón se realizó en 
micras con el programa informático Image J. El número de intersecciones totales fue 
evaluado al igual que en cultivos mixtos, sin separar axón de dendritas mediante el 
método de Sholl. 
 
9. Análisis de la expresión génica 
Para analizar el efecto de los distintos tratamientos realizados sobre las neuronas de 
hipocampo seguimos los siguientes pasos:   
 
9.1. Extracción del ARN total: A partir cultivos celulares o de tejido se obtuvo el 
ARN total utilizando el kit illustra RNAspin Mini RNA isolation de GE Healthcare 
(Buckinghamshire, UK). 
 
9.2. Retrotranscripción: La retrotranscripción se realizó a partir de 0,7-1 μg de 
ARN para cultivos celulares y a partir de 2 μg de ARN para tejido. En ambos casos se 
realizó un primer paso de desnaturalización para eliminar estructuras secundarias. Las 
muestras se calentaron a 70ºC durante 5 minutos junto con una mezcla de hexámeros 
de nucleótidos (Random Primers, Gibco Life Technologies), empleados como cebadores 
para el inicio de la RT. A continuación, se incubaron durante 5 minutos en hielo y se 
añadió una solución que incluía la retrotranscriptasa (M-MLV, Promega) y los 
desoxinucleótidos fosfato (dNTPs, Invitrogen). Esta mezcla fue calentada durante 1 hora 
a 37ºC y a continuación 15 minutos a 70ºC para inactivar la retrotranscriptasa. El ADN 
complementario resultante fue conservado a -20ºC hasta su uso.  Se realizaron controles 
negativos añadiendo agua en lugar de ARN. 
 
9.3. Reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-PCR): El análisis de 
los niveles de expresión de distintos genes de cultivos de neuronas hipocampales y de 
tejido fresco procedente de hipocampo, hipotálamo, corteza o cerebelo se realizó 
mediante PCR cuantitativa a tiempo real con el ABI Prism 7000 Sequence Detector 
(Applied Biosystems) mediante el programa de ciclos recomendados por el fabricante 
(40 ciclos: 15 segundos a 95 ºC seguidos de 1 minuto a 60 ºC). La enzima polimerasa 
empleada fue la presente en TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) 
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para Hes 1, Ngn 3, Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), 5α-reductasa 1, 2 
y 3 (TaqMan Gene expression assay, Applied Biosystems) y SYBR Green Master Mix para 
el resto de genes, cuyos cebadores (tabla 4) fueron diseñados mediante el programa 
Primer Express 3.0 de Applied Biosystems y sintetizados por Invitrogen. En el diseño de 
los primers se tuvieron en cuenta los siguientes parámetros: temperatura de 
anillamiento a 60ºC, longitud del primer entre 15 y 30 bases, longitud del amplicón entre 
100 y 200 bases. La especificidad de cada pareja de oligonucleótidos obtenidos con el 
programa, fue comprobada realizando un primer-BLAST (basic local alignment search 
tool, NCBI) y más adelante secuenciando el producto de PCR amplificado. El análisis de 
los datos de la PCR cuantitativa se llevó a cabo por el método del ΔΔCt (User Bulletin 2 
P/N 4303859B, Applied Biosystems); los cebadores diseñados se validaron mediante 
curvas estándar, de tal modo que se demostrara que la eficiencia de amplificación de 
cada pareja de cebadores fuera la misma que la del control endógeno GAPDH o ácido 
ribonucléico ribosómico 18S (ARNr 18S). 
 
 Fordward  5’ - 3’ Reverse  3’ - 5’ 
ARNr 18S CGCCGCTAGAGGTGAAATTCT CATTCTTGGCAAATGCTTTCG 
ERα GATCCCACCATGCACAGTGA GGAGCATCTACAGGAACACAGGTA 
ERβ CCTGGTCTGGGTGATTTCGA ACTGATGTGCCTGACATGAGAAAG 
GPER TGCTGCCATCCAGATTCAAG GGGAACGTAGGCTATGGAAAGAA 
ARO GGATGTGTTGACCCTCATGAGAC GATGTTTGGTTTGATGAGGAGAGC 
AR TCTACTTTGCACCTGACTTGGTTT ACTCTTGAGACAGGTGCCTCATC 
 
Tabla 4. Oligonucleótidos cebadores no comerciales, validados y empleados para el análisis del ARNm 
mediante RT-qPCR con el sistema Abi-Prism 7000. 
 
10. Western Blot 
En el caso de los cultivos neuronales de hipocampo, las células fueron lisadas en 
250 μl de tampón de muestra de Laemmli (Tris-HCl 25 mM pH 6,8, con 2% de SDS, 10% 
de glicerol, DTT 100 mM y azul de bromofenol), sonicadas y hervidas durante 5 minutos. 
Para las muestras de tejido, las proteínas fueron extraídas mediante trizol (Invitrogen), 
siguiendo las instrucciones del fabricante y resuspendiendo posteriormente las 
proteínas en solución 0,3% de SDS y urea 9 molar. Tras cuantificar la cantidad de 
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proteína, se diluyeron y sonicaron en tampón de muestra de Laemmli y se hirvieron 
durante 5 minutos. Las proteínas solubilizadas (50 μg) se resolvieron en geles de 
acrilamida/bis-acrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE 8-10%), 100V 
durante 2 h a temperatura ambiente. A continuación, se transfirieron a membranas de 
nitrocelulosa de 0,2 μm de poro (Trans-Blot Turbo Transfer Pack, Biorad), con 1,0 A 
durante 30 minutos en un sistema semiseco (Trans-Blot Turbo Transfer System, Biorad). 
Las membranas se bloquearon con albúmina de suero bovino (BSA) al 5% (p/v) en TTBS 
(NaCl 138 mM, Tris-HCl 25 mM a pH 8,0 y 0,1% (p/v) de Tween-20) durante 2 horas. 
Posteriormente se incubaron toda la noche a 4ºC con el anticuerpo primario diluido en 
la misma solución de bloqueo. Tras varios lavados en TTBS se incubaron con el 
correspondiente anticuerpo secundario generado en cabra y conjugado con peroxidasa 
de rábano (HRP) durante 1 h a temperatura ambiente (diluido 1:10000 en TTBS, Jackson 














Ngn 3 Ratón 1:500 Abcam 23 kDa 








Akt 1/2/3 Conejo 1:1000 Cell Signalling 60 kDa 
pAkt 
(Ser473) 
Conejo 1:1000 Cello Signalling 60 kDa 
ER Alfa Rabbit 1:500 Santa Cruz 66 kDA 
ER Beta Rabbit 1:500 Santa Cruz 55 kDA 
βIII-Tubulina Mouse 1:2000 TUJ1, Covance 50 kDa 
GAPDH Mouse 1:2000 Millipore 37 kDa 
 




            Materiales y métodos 
El revelado se realizó con ECL (Amersham), que produce quimioluminiscencia. La 
densitometría y cuantificación de las bandas en las películas fotográficas se llevó a cabo 
con el programa Quantity One de BioRad; los datos de cada proteína fueron 
normalizados al control de carga (βIII-Tubulina o GAPDH) y se representan como 
porcentaje del grupo control. 
 
11. Análisis cuantitativo de esteroides por cromatografía líquida y espectrometría de 
masas 
 
La medición de esteroides se realizó en plasmas de machos y hembras a E17, E18, 
P0 y P2, y sobrenadantes de cultivos neuronales sexados a 1 DIV de E17 y E18 
respectivamente. Esta técnica fue realizada en colaboración con el laboratorio de la 
doctora Donatella Caruso (Turín, Italia). En el caso de la medición hormonal para el 
plasma, debido a la poca sangre obtenida por embrión (apenas 25-30 µl), se mezcló la 
sangre de machos por un lado y de hembras por otro de cada camada. De esta forma se 
obtuvo una N=6 correspondiente a 6 mezclas distintas de sangre de machos y hembras 
por camada y en cada estadio de desarrollo. Para obtener el plasma, una vez extraída la 
sangre en tubos heparinizados (Heparin sodium salt from porcine intestinal mucosa, 
Sigma Aldrich) se centrifugaron 15 min a 3000 revoluciones por minuto (rpm) a 4°C y se 
recogieron los plasmas correspondientes a la fase transparente de cada tubo. Para que 
la realización de esta técnica fuera viable debíamos obtener al menos 150 µl de plasma 
por sexo de cada madre CD1 sacrificada. En el caso de la medición hormonal en los 
sobrenadantes, se recogió el Neurobasal completo procedente de 8 cultivos sexados de 
neuronas hipocampalaes de E17 y E18, a 1 DIV. Como control negativo se utilizaron 2 ml 
de Neurobasal completo sin células. Todos los plasmas y sobrenadantes fueron 
almacenados a -80°C hasta que fueron analizados por cromatografía líquida y 
espectrometría de masas. La extracción y purificación de las muestras para dicha 
técnica, fue realizada de acuerdo con el protocolo de Caruso y colaboradores (Caruso y 
col., 2013) con algunas modificaciones. Las muestras fueron enriquecidas con 13C3-17β-
Estradiol (2 ng/muestra), 13C-Progesterona (0,4 ng/muestra) y 13C-Pregnenolona 
(10 ng/muestra) como controles internos. Tras una noche de extracción a 4°C en 
presencia de 3 volúmenes de 1% de ácido acético en metanol, las muestras fueron 
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centrifugadas a 12.000 rpm. El pellet resultante fue extraído dos veces con 1 ml de una 
solución con metanol y ácido acético a 99:1 v/v. Las fases orgánicas resultantes fueron 
mezcladas y pasadas a través de un cartucho de extracción en fase sólida como Caruso 
y colaboradores describen en el artículo anteriormente mencionado. A continuación, las 
muestras control fueron enriquecidas con los estándares internos y se les añadieron 
cantidades crecientes (0,05-5 ng/muestra) de cada esteroide para realizar las curvas de 
calibración. Los experimentos de ionización química a presión atmosférica positiva, 
fueron realizados en un espectómetro de masas de trampa-iónica (ThermoElectron Co, 
San Jose, USA) utilizando nitrógeno como gas de barrido. El aparato estaba equipado 
con una bomba de cromatografía líquida (Surveyor liquid chromatography Pump Plus; 
ThermoElectron Co, San Jose, USA) y un auto-muestreador (Surveyor Autosampler Plus; 
ThermoElectron Co, San Jose, USA). El espectrómetro de masas fue empleadao en modo 
tándem, utilizando helio como gas de colisión. Los picos resultantes de la espectrometría 
fueron evaluados utilizando una estación de cálculo acoplada al software Excalibur® 
versión 2.0 SR2 (ThermoElectron Co, San Jose, USA).  
 
 
12. Análisis estadístico 
Todos los datos de las gráficas están expresados como media ± error estándar de 
la media (EEM). Para el análisis estadístico se usó el paquete informático SPSS, versión 
21. En primer lugar, se evaluó la normalidad de cada variable mediante el test de 
Kolmogórov-Smirnov. En el caso de que alguna de las variables no se distribuyese 
normalmente, se procedió a transformarla usando su logaritmo natural. Para estudiar 
las posibles diferencias entre más de dos grupos experimentales, se emplearon pruebas 
de análisis de la varianza (ANOVA) de una, o dos vías, con su correspondiente prueba 
post-hoc (Bonferroni o Games-Howell en función de que la prueba de Levene 
determinase que había homocedasticidad o no, respectivamente). En el caso de que los 
datos no fueran normales se empleó el test estadístico no paramétrico de Kruskal-Wallis 
Las comparaciones entre las medias de dos grupos experimentales atendiendo a la 
normalidad de los datos se estudiaron con la prueba t de Student (datos normales) o 
con el test de Mann Whitney (datos no normales). El tamaño muestral de los 
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1. Resultados in vitro con neuronas hipocampales no sexadas de ratón CD1 a E17 
1.1 El estradiol incrementa la neuritogénesis a 1 DIV y 3 DIV 
El primer experimento fue diseñado para observar si el estradiol era capaz de 
incrementar la neuritogénesis en nuestro modelo in vitro de cultivo de neuronas 
hipocampales no sexadas. Tal y como se muestra en la figura 8, el tratamiento con 
estradiol fue capaz de incrementar el número de neuritas primarias a 1 DIV, así como la 
complejidad del árbol dendrítico, analizada por el método de Sholl, a 3 DIV. 
      
Figura 8: Efecto del estradiol sobre la morfología de neuronas hipocampales A: Las neuronas de E17 
fueron sembradas a una densidad de 300 células/mm2. Se trataron durante 16 horas con estradiol (E2) 
10-10 M. A continuación, las células fueron procesadas para inmunocitoquímica a 1 DIV o 3 DIV contra βIII-
Tubulina (verde) para observar la morfología neuronal y 4’6-diamidino-2-fenilidol o DAPI (azul) para ver 
los núcleos celulares. B: Las gráficas muestran el número de neuritas primarias a 1 DIV, así como el 
resultado del análisis de Sholl a 3 DIV. Se analizaron en torno a 50-70 células por tratamiento y el 
experimento fue repetido cuatro veces (N=4). Las diferencias significativas respecto de valores control se 
muestran mediante **, p < 0,01; *, p < 0,05
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1.2 El estradiol reduce los niveles de expresión de ARNm de Hes 1 e incrementa los de 
Ngn 3 a 1 DIV 
En neuronas hipocampales tratadas previamente con estradiol, se midieron los 
niveles de ARNm de Ngn 3 y de su regulador directo Hes 1 que mediaría el efecto del 
receptor Notch sobre la Ngn 3. La figura 9 muestra cómo a 1 DIV el tratamiento con 
estradiol a las dosis de 10-12, 10-10 y 10-8 M consiguió incrementar los niveles de 
expresión de Ngn 3 (figura 9 A) disminuyendo los de Hes 1 (figura 9 B) en neuronas 
hipocampales.  
 
Figura 9: Efecto del estradiol sobre el mRNA de Ngn 3 y Hes 1 en neuronas hipocampales Las neuronas 
fueron sembradas a una densidad de 300 células/mm2. A 1 DIV se trataron con estradiol (E2) durante dos 
horas a distintas dosis. A continuación, se procedió a la lisis celular para posterior evaluación de los niveles 
de ARNm mediante RT-PCR. A: Incremento de los niveles de expresión de ARNm de Ngn 3 con todas las 
dosis de estradiol utilizadas. B: Descenso de los niveles de expresión de ARNm de Hes 1 con todas las dosis 
de estradiol utilizadas. El experimento fue repetido 10 veces (N=10). Las diferencias significativas respecto 
de valores control se muestran mediante ***, p < 0,001 y **, p < 0,01. 
 
1.3 El estradiol regula la localización subcelular de la Ngn 3 a 1 DIV y 3 DIV 
 
Estudios previos en el laboratorio mostraron que la Ngn 3 es translocada desde el 
núcleo al citoplasma cuando comienza el desarrollo de las neuritas, y que vuelve al 
núcleo tras el desarrollo de éstas (Simon-Areces y col., 2010). De acuerdo con esos 
estudios y tal y como muestra la figura 10, se observó que en los cultivos control de 
neuronas hipocampales a 1 DIV existía una mayor cantidad de Ngn 3 en el núcleo que 
en las neuronas tratadas con estradiol en las que aparecía en mayor cantidad en el 
citoplasma. A 3 DIV, este resultado se invierte, apareciendo mayores niveles de Ngn 3 
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en el citoplasma de neuronas control que en las tratadas con estradiol que presentaron 
mayores cantidades en el núcleo. 
 
Figura 10: Regulación por estradiol de la localización subcelular de la Ngn 3 durante el desarrollo de las 
neuronas hipocampales. A: Las neuronas de E17 fueron sembradas a una densidad de 300 células/mm2 
y se trataron durante 16 horas con estradiol (E2) 10-10 M. A continuación, las células fueron procesadas 
para inmunocitoquímica contra Ngn 3 (rojo) para observar la localización subcelular de la misma, así como 
con DAPI (azul) para ver los núcleos celulares. B: La gráfica muestra la intensidad de fluorescencia de la 
Ngn 3 medida en unidades arbitrarias utilizando el programa informático Image J. Se realizó una 
cuantificación de la intensidad de fluorescencia de la Ngn 3 en el núcleo y citoplasma y se representó el 
cociente entre intensidad de fluorescencia del núcleo versus la del citoplasma observando así la cantidad 
de fluorescencia existente en cada compartimento celular. Se aprecia que con el tratamiento de estradiol 
a 1 DIV aparecen mayores cantidades de Ngn 3 en el citoplasma. A 3 DIV este resultado se invierte. Se 
cuantificaron en torno a 50-70 células por tratamiento y el experimento fue repetido 3 veces (N=3). Las 
diferencias significativas respecto de los valores control se muestran a 1 DIV mediante ***, p < 0,001 y a 
3 DIV mediante ##, p < 0,01. 
 
1.4 Las neuronas hipocampales expresan tanto GPER como los receptores clásicos de 
estrógeno 
 
Para averiguar el receptor o receptores de estrógeno implicados en la ruta de 
señalización de la Ngn 3, primero se determinó mediante Western blot si en nuestro 
modelo in vitro se expresaban los receptores clásicos de estrógeno, así como GPER. Tal 
y como muestra la figura 11 A y B, a 3 DIV están expresados los tres receptores de 
estrógeno. En el caso del receptor GPER, en la figura 11 B se obtuvo más de una banda. 
La estructura en aminoácidos de dicho receptor reveló que su peso era de 42,5 kDa, 
banda que aparece en el Western blot de las neuronas hipocampales. No obstante, se 
utilizaron otros tejidos donde la literatura ya había confirmado previamente la presencia 
de dicho receptor como fueron el corazón y bazo. En ambos se verificó que apareciese 
la banda a 42,5 kDa correspondiente al peso teórico de GPER. Además, se realizó la 
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incubación de dicho anticuerpo con su péptido bloqueador para comprobar la 
especificidad del anticuerpo y se observó que se eliminaron todas las bandas, por lo que 
muy probablemente fuesen isoformas del receptor GPER (Figura 9 C). 
 
Figura 11: Expresión de GPER y receptores clásicos de estrógeno en neuronas hipocampales de 3 DIV. 
Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 300 células/mm2. Tras 3 DIV se procedió a la lisis celular 
para posterior evaluación de los niveles de proteína mediante Western blot. A: Se aprecia un doblete a 
66 kDa para el caso de ERα y una banda a 55 kDa para el ERβ. B: La banda que corresponde al receptor 
GPER es la de 42,5 kDa. Como se puede observar, no es la única banda que aparece, por ello se emplearon 
otros tejidos como el corazón y el bazo donde ya se había confirmado la presencia de dicho receptor. C: 
Para comprobar la especificidad del anticuerpo de GPER, este se incubó con su péptido bloqueador, lo 
que resultó en eliminación de todas las bandas. 
 
1.5 Los receptores clásicos de estrógeno no están mediando el efecto del estradiol 
sobre la Ngn 3 a 1 DIV y 3 DIV 
 
Para determinar si el efecto de estradiol sobre los niveles de expresión de ARNm 
de la Ngn 3 estaba mediado por los receptores clásicos de estrógeno alfa y beta (ERα y 
ERβ), se emplearon distintos agonistas y antagonistas selectivos de dichos receptores 
tanto a 1 DIV como a 3 DIV tal y como se muestra en la figura 12. El tratamiento con los 
agonistas del ERα y ERβ, PPT y DPN respectivamente, no modificó significativamente los 
niveles de expresión de ARNm de la Ngn 3 (figura 12 A, B). También se utilizó ICI 182.780 
como antagonista del ERα y ERβ en presencia y ausencia de estradiol. Se observó que 
este tratamiento no consiguió bloquear el efecto del estradiol sobre los niveles de 
expresión de ARNm de Ngn 3, y que incrementó la expresión de este gen en ausencia de 
estradiol (figura 12 C, D).  Los antagonistas selectivos del ERα y ERβ, MPP y PHTPP
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 respectivamente, tampoco bloquearon los efectos del estradiol sobre el ARNm de la 
Ngn 3 (figura 12 E, F). 
 
Figura 12: Los receptores clásicos de estrógeno no están involucrados en el aumento de expresión de 
ARNm de la Ngn 3. Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 300 células/mm2. A 1 DIV y 3 DIV, 
se trataron dos horas con estradiol (E2) y los distintos agonistas y antagonistas de los receptores nucleares 
de estrógeno. Las dosis empleadas de los distintos tratamientos fueron las siguientes: E2, 10-10 M; PPT, 
10-9 M; DPN, 10-8 M; ICI 182.780, 10-8 M; MPP, 10-8 M; PHTPP, 10-8 M. Tras el tratamiento se procedió a la 
lisis celular para posterior evaluación de los niveles de ARNm mediante RT-PCR. A y B: PPT y DPN como 
agonistas selectivos de ERα y ERβ no modificaron los niveles de expresión de ARNm de Ngn 3. C y D: ICI 
182.780 como antagonista de ERα y ERβ, incrementó por si sólo los niveles de expresión de ARNm de la 
Ngn 3 tanto a 1 DIV como a 3 DIV y no compensó el efecto del estradiol sobre este gen. E y F. Tanto el 
MPP a 1 DIV como el PHTPP a 3 DIV aumentaron los niveles de expresión de ARNm de la Ngn 3 y no 
consiguieron revertir el efecto del estradiol. El experimento fue repetido 7 veces (N=7). Las diferencias 
significativas respecto de valores control a 1 DIV o 3 DIV se muestran mediante ***, p < 0,001;                        
**, p < 0,01; * p < 0,05 y respecto de estradiol a 3 DIV se muestran mediante ###, p < 0,001.
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1.6 Los receptores clásicos de estrógeno no están mediando las acciones 
neuritogénicas del estradiol a 1 DIV 
 
Los resultados anteriores nos mostraban una regulación transcripcional de la 
Ngn 3 independiente de los receptores clásicos de estrógeno. Para averiguar si dichos 
receptores están implicados en la acción neuritogénica del estradiol, los cultivos fueron 
tratados con ICI 182.780 (el antagonista del ERα y ERβ) en presencia y ausencia de 
estradiol. Se observó que el tratamiento con ICI 182.780 no bloqueó el efecto 
neuritogénico del estradiol a 1 DIV tal y como muestra la figura 13. 
 
Figura 13: El ICI 182.780 no bloqueó el efecto neuritogénico del estradiol. A: Las neuronas fueron 
sembradas a una densidad de 300 células/mm2. Se trataron durante 16 horas con estradiol (E2) 10-10 M e 
ICI 182.780 10-8 M, el antagonista selectivo de los receptores clásicos de estrógeno. A continuación, las 
células fueron procesadas para inmunocitoquímica a 1 DIV contra βIII-Tubulina (verde) para observar la 
morfología neuronal y con DAPI (azul) para ver los núcleos celulares. B: La gráfica muestra el número de 
neuritas primarias a 1 DIV en presencia de estradiol e ICI 182.780. Dicho antagonista no modificó el efecto 
del estradiol sobre el número de neuritas primarias. Se cuantificaron en torno a 50-70 células por 
tratamiento y el experimento fue repetido 3 veces (N=3). Las diferencias significativas respecto de valores 
control a 1 DIV se muestran mediante **, p < 0,01. 
 
1.7 G1, el ligando de GPER imita los efectos de estradiol en neuritogénesis, expresión 
de ARNm y localización subcelular de la Ngn 3 
 
Debido a que los resultados anteriores nos mostraron un efecto del estradiol 
sobre la neuritogénesis y la regulación transcripcional de la Ngn 3 independiente de 
receptores clásicos de estrógeno, decidimos explorar una posible contribución del 
recientemente descubierto receptor de estrógeno de membrana GPER. En primer lugar, 
 71 
 
  Resultados 
comprobamos mediante RT-PCR que en nuestras neuronas hipocampales existiera dicho 
receptor (figura 14 A). Pudimos determinar que los niveles de expresión de ARNm de 
GPER no variaban de 1 DIV a 3 DIV. Asimismo, se observó que G1, el agonista específico 
de GPER era capaz de incrementar los niveles de expresión del ARNm de la Ngn 3 tanto 
a 1 DIV como a 3 DIV (figura 14 B, C). También incrementó el número de neuritas e 
intersecciones a 1 DIV y 3 DIV respecto de valores control (figura 14 D, E).  
Figura 14: Expresión de GPER a 1 DIV y 3 DIV en neuronas hipocampales y efectos del G1 en la expresión 
de ARNm de Ngn 3 y sobre la neuritogénesis. A, B, C: Para la extracción de ARNm a 1 DIV o 3 DIV, las 
neuronas fueron sembradas a una densidad de 300 células/mm2. Se trataron durante 2 horas con G1 10-
10 M. D, E: Para las inmunocitoquímicas, a 1 DIV o 3 DIV, las neuronas fueron sembradas a una densidad 
de 300 células/mm2 y se trataron durante 16 horas con G1 10-10 M. A continuación, las células fueron 
procesadas para inmunocitoquímica contra βIII-Tubulina (verde) para observar la morfología neuronal y 
con DAPI (azul) para ver los núcleos celulares. A: No existen diferencias significativas en la expresión de 
ARNm de GPER a 1 DIV y 3 DIV. B: El tratamiento con G1 10-10 M incrementó significativamente los niveles 
de expresión de ARNm de Ngn 3 tanto a 1 DIV como a 3 DIV tal y como hacía el estradiol. D y E: El 
tratamiento con G1 10-10 M incrementó significativamente el número de neuritas primarias a 1 DIV, así 
como el número de intersecciones en el análisis de Sholl a 3 DIV. Para los experimentos de RT-PCR, el 
experimento fue repetido 6 veces (N=6). Para los experimentos con inmunocitoquímica, se cuantificaron 
en torno a 50-70 células por tratamiento y el experimento fue repetido 3 veces (N=3). Las diferencias 
significativas respecto de valores control a 1 DIV o 3 DIV se muestran mediante *, p < 0,05.
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Por otro lado, a 1 DIV se observó que al igual que el estradiol, G1 fue capaz de 
incrementar los niveles de la Ngn 3 en el citoplasma celular. A 3 DIV este resultado se 
invierte tal y como se observa en la figura 15. 
Figura 15: Al igual que el estradiol, G1 regula la localización subcelular de la Ngn 3 durante el desarrollo 
de las neuronas hipocampales. A: Las neuronas de E17 fueron sembradas a una densidad de 300/mm2 y 
se trataron a 1 DIV y 3 DIV durante 16 horas con G1 10-10 M. Las células fueron procesadas para 
inmunocitoquímica contra Ngn 3 (rojo) para observar la localización subcelular de la misma, así como con 
DAPI (azul) para ver los núcleos celulares. B: La gráfica muestra la intensidad de fluorescencia 
correspondiente a la Ngn 3 medida en unidades arbitrarias utilizando el programa informático Image J. El 
tratamiento de G1 a 1 DIV aparecen mayores niveles de Ngn 3 en el citoplasma celular. A 3 DIV este hecho 
se invierte, tal y como ocurría al tratar con estradiol.  Se cuantificaron en torno a 50-70 células por 
tratamiento y el experimento fue repetido 3 veces (N=3). Las diferencias significativas respecto de valores 
control a 1 DIV se muestran mediante ***, p < 0,001 y respecto de valores control a 3 DIV se muestran 
mediante ##, p < 0,01. 
 
1.8 El bloqueo de la Ngn 3 mediante ARN de interferencia, elimina los efectos del 
estradiol y G1 en la neuritogénesis de neuronas hipocampales 
Para determinar si la Ngn 3 media los efectos producidos por estradiol y G1 en la 
morfología neuronal, se emplearon dos ARNis contra la Ngn 3, el 08 y el 09. En primer 
lugar, ambos interferentes fueron testados mediante electroporación en las neuronas 
hipocampales para verificar su eficacia. Los dos funcionaron correctamente tal y como 
muestra la figura 16, donde se observa la reducción de los niveles de expresión de ARNm 
de la Ngn3 respecto de  valores control. A continuación se transfectaron neuronas de 2 
DIV con ambos interferentes para ver qué ocurría con la morfología neuronal en 
ausencia de Ngn 3 y al tratar con estradiol o G1. A los 3 DIV se realizó la 
inmunocitoquímica de las neuronas interferidas y se observó un descenso del árbol 
dendrítico en las neuronas transfectadas con los ARNi 08 y 09 tal y como se muestra en 
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la figura 17. El tratamiento con estradiol o G1 en presencia de los interferentes contra 
la Ngn 3 no consiguió incrementar la neuritogénesis en las neuronas hipocampales 
mostrando que la Ngn 3 parece ser clave en dicho proceso. 
 
Figura 16: RT-PCR para confirmar el descenso en la expresión del ARNm de la Ngn 3 a E17. Las neuronas 
hipocampales fueron electroporadas con dos ARNi contra la Ngn3 a una concentración de 30 nM y 
posteriormente sembradas a una densidad de 800/mm2.  Tras 1 DIV se procedió a la extracción de ARNm 
para posterior análisis por RT-PCR. El experimento fue realizado sólo una vez.
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Figura 17: La inhibición de la expresión de Ngn 3 bloquea los efectos del estradiol y el G1 sobre la 
neuritogénesis hipocampal. A: Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 300 células/mm2. Tras 
2 DIV se cotransfectaron con los ARNi 08 y 09 a 30 nM para disminuir los niveles de expresión de ARNm 
de la Ngn 3 y con un plásmido que expresaba GFP (EGFP) para poder observar aquellas neuronas 
transfectadas. A continuación  se trataron durante 16 horas  con estradiol (E2) 10-10 M o G1 10-10 M. Las 
células fueron procesadas para inmunocitoquímica a 3 DIV contra βIII-Tubulina (verde) para observar la 
morfología neuronal y con DAPI (azul) para ver los núcleos celulares. B: La gráfica muestra que en 
presencia de los interferentes contra la Ngn 3, se disminuye la neuritogénesis y que el tratamiento con E2 
o G1 no es capaz de recuperarla. Se cuantificaron en torno a 20-40 células por tratamiento y el 
experimento fue repetido 3 veces (N=3). Las diferencias significativas respecto de valores ARNi Control + 
EGFP se muestran mediante *, p < 0,05; respecto de valores ARNi Control + EGFP + E2 se muestran 
mediante #, p < 0,05; respecto de valores ARNi + EGFP + G1 se muestran mediante ^,  p < 0,05.
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1.9 El GPER está involucrado en la regulación de la neuritogénesis y participa en las 
acciones neuritogénicas del estradiol en neuronas hipocampales 
 
Debido a los resultados obtenidos anteriormente en neuritogénesis donde se 
observó que el antagonista de los receptores clásicos de estrógeno no bloqueó las 
acciones neuritogénicas del estradiol decidimos explorar más a fondo el papel del 
receptor GPER en dicho proceso. En la literatura, ICI 182.780 no sólo está descrito como 
un antagonista de receptores clásicos de estrógeno, sino que en determinadas 
ocasiones puede actuar como un agonista del receptor GPER (Thomas y col., 2005). Esta 
acción agonista del ICI 182.780 sobre el GPER sería una posible explicación para el 
incremento de la neuritogénesis en neuronas hipocampales promovido por el ICI 
182.780 por sí sólo o en combinación con estradiol. El cultivo neuronal se trató con G15, 
el antagonista selectivo del receptor GPER en presencia de estradiol, ICI 182.780 y G1. 
Tal y como muestra la figura 18, se observó que el tratamiento con G15 no produce 
ningún efecto en la neuritogénesis hipocampal. Sin embargo su combinación con 
estradiol, ICI 18.780 y G1 fue capaz de bloquear los efectos neuritogénicos 
anteriormente descritos para todos los compuestos mencionados. Este resultado pone 
de manifiesto la importancia del receptor GPER para llevar a cabo el proceso 
neuritogénico promovido por el estradiol. 
 
1.10 El bloqueo de GPER mediante ARNi bloquea las acciones neuritogénicas del 
estradiol y G1 en neuronas hipocampales 
 
Para confirmar que las acciones neuritogénicas del estradiol y G1 se realizan a 
través del receptor GPER se decidió emplear un ARNi contra dicho receptor. En la figura 
19 se observa que tanto por RT-PCR (figura 19 A) como por Western blot (figura 19 B), 
el ARNi  fue capaz de disminuir la expresión en ARNm y proteína de GPER.
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Figura 18: El GPER es necesario para permitir los efectos neuritogénicos promovidos por el estradiol en 
neuronas hipocampales. A: Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 300 células/mm2. Tras 2 
DIV se trataron con G15 10-8 M, estradiol (E2) 10-10, ICI 182.780 10-8 M  y G1 10-8 M durante 24 horas. A 
continuación las células fueron procesadas para inmunocitoquímica a 3 DIV contra βIII-Tubulina (verde) 
para observar la morfología neuronal y con DAPI (azul) para ver los núcleos celulares. B: Las gráficas 
muestran un bloqueo en las acciones neuritogénicas del estradiol, ICI 182.780 y G1 cuando las neuronas 
son tratadas en presencia de G15, el antagonista selectivo del receptor GPER. Se cuantificaron en torno a 
50-70 células por tratamiento y el experimento fue repetido 4 veces (N=4). Las diferencias significativas 
respecto de valores control se muestran mediante *, p < 0,05 y respecto de valores E2, ICI 182.780 y G1 
(según corresponda) se muestran mediante #, p < 0,05. 
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Una vez comprobada la validez del ARNi contra GPER in vitro, se realizó el 
bloqueo de GPER en neuronas hipocampales de 3 DIV. Tal y como demuestra la figura 
20, el  interferente contra GPER disminuyó la neuritogénesis hipocampal y bloqueó los 
efectos neuritogénicos del estradiol y del G1. 
 
 
Figura 19: RT-PCR y Western blot para confirmar el descenso en la expresión de ARNm y proteína del 
receptor GPER. Las neuronas hipocampales fueron electroporadas un ARNi para GPER a una 
concentración de 30 nM y posteriormente sembradas a una densidad de 800/mm2 tanto para la RT-PCR 
como para el Western blot.  A: Tras 1 DIV con el ARNi se procedió a la extracción de ARNm para posterior 
realización de la RT-PCR. El experimento fue realizado 2 veces (no se realizó estadística). B: Tras 1 DIV con 
el ARNi  se procedió a la lisis celular para Western blot. El experimento fue repetido 5 veces (N=5). Las 
diferencias significativas respecto de valores ARNi control se muestran mediante *, p < 0,05.
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Figura 20: El silenciamiento de GPER bloquea las acciones neuritogénicas del estradiol y G1. A: Las 
neuronas fueron sembradas a una densidad de 300 células/mm2. Tras 2 DIV se transfectaron con el ARNi 
de GPER para disminuir los niveles de expresión de ARNm de GPER y con un plásmido que expresaba GFP 
(EGFP) para poder observar aquellas neuronas transfectadas. A continuación, se trataron durante 16 
horas  con estradiol (E2) 10-10 M o G1 10-8 M. A 3 DIV fueron procesadas para inmunocitoquímica contra 
βIII-Tubulina (verde) para observar la morfología neuronal y DAPI (azul) para ver los núcleos celulares. B: 
La gráfica muestra que el ARNi de GPER, disminuyó la neuritogénesis y bloqueó los efectos neuritogénicos 
del estradiol y el G1. Se cuantificaron en torno a 20-40 células por tratamiento y el experimento fue 
repetido 3 veces (N=3). Las diferencias significativas respecto de valores ARNi Control + EGFP se muestran 
mediante *, p < 0,05, respecto de valores ARNi Control + EGFP + E2 se muestran mediante #, p < 0,05 y 
respecto de valores  ARNi Control + EGFP + G1 se muestran mediante ^,  p < 0,05. 
 
1.11 El GPER está involucrado en la regulación de expresión del ARNm de la Ngn 3 en 
neuronas hipocampales 
Los resultados han mostrado que tanto la Ngn 3 como el receptor GPER parecen ser 
claves en la regulación de la neuritogénesis hipocampal por estradiol. 
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A continuación, quisimos estudiar si el bloqueo de GPER afectaba a la expresión 
de ARNm de la Ngn 3 en neuronas hipocampales (Figura 21).  
 
Figura 21: El estradiol, ICI 182.780 y G1 incrementaron la expresión del ARNm de la Ngn3 y el 
tratamiento con G15 bloqueó dicho efecto. Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 700 
células/mm2. Tras 1 DIV y 3 DIV se trataron dos horas con estradiol (E2) 10-10 M, ICI 182.780 10-8 M, G1 
10-8 M en ausencia y en presencia de G15 10-8 M. Tras el tratamiento se procedió a la lisis celular para 
posterior evaluación de los niveles de ARNm con RT-PCR. A y B: Tratamiento con E2 y G15 a 1 DIV y 3 DIV. 
C y D: Tratamiento con ICI 182.780 y G15 a 1 DIV y 3 DIV. E y F: Tratamiento con G1 y G15 a 1 DIV y 3 DIV. 
En todos los casos se observa que el tratamiento con G15 bloqueó el efecto del resto de compuestos 
sobre la expresión del ARNm de la Ngn 3. El experimento fue repetido 4 veces (N=4). Las diferencias 
significativas respecto de valores control a 1 DIV o 3 DIV se muestran mediante *, p < 0,05 y respecto de 
E2, ICI 182.780 o G1 a 1 DIV o 3 DIV se muestran mediante #, p < 0,05. 
 
Para bloquear al receptor GPER se utilizó G15, su antagonista específico. En la 
figura 21 se observa que tanto a 1 DIV como a 3 DIV, el G15 bloqueó el incremento en 
la expresión del ARNm de la Ngn 3 en presencia de estradiol (figura 21 A, B), ICI 182.780
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 (figura 21 C, D) y G1 (figura 21 E, F), los tres compuestos que aumentaron 
significativamente la expresión del mensajero de la Ngn3. Este resultado demostró que 
el efecto del estradiol sobre la Ngn 3 está al menos en parte mediado por el receptor 
GPER. Para confirmar definitivamente este resultado se empleó el ARNi contra GPER en 
neuronas hipocampales a 1 DIV en presencia y ausencia de estradiol y se analizaron los 
niveles de ARNm de la Ngn 3. La figura 22 confirmó que el silenciamiento de GPER no 
sólo disminuía los niveles de ARNm de la Ngn 3 sino que además bloqueaba el efecto del 
estradiol, demostrando una vez más que el receptor GPER es necesario para la 
regulación del ARNm de la Ngn 3 por  estradiol. 
 
 
Figura 22: El silenciamiento de GPER mediante ARNi bloqueó los efectos del estradiol sobre el ARNm de 
la Ngn 3 a E17. Las neuronas hipocampales fueron electroporadas con el ARNip para GPER a una 
concentración de 30 nM y posteriormente sembradas a una densidad de 800 células/mm2. Tras 1 DIV se 
trataron 2 horas con estradiol (E2) 10-10 M. Las muestras fueron procesadas para RT-PCR y se observó que 
el silenciamiento de GPER disminuía significativamente los niveles de ARNm de la Ngn 3 y bloqueaba el 
efecto del E2 sobre la expresión de Ngn3. El experimento fue repetido 4 veces (N=4). Las diferencias 
significativas respecto de valores control sin ARNi se muestran mediante * p < 0,05, respecto de ARNi 
Control se muestran mediante #, p < 0.05 y respecto de ARNi Control + E2 se muestran mediante                     
^, p < 0,05. 
 
1.12 El efecto del estradiol sobre la neuritogénesis y Ngn 3 ocurre vía GPER y PI3K 
 
Debido a que estudios previos han demostrado que el estradiol activa la PI3K en 
el sistema nervioso y como consecuencia incrementa la fosforilación y activación de Akt 
(Cardona-Gomez y col., 2004; Zhang y col., 2008; Varea y col., 2009; Garcia-Segura y col., 
2010), decidimos estudiar si esta activación ocurría en nuestro modelo y cuál era su 
papel sobre la neuritogénesis. Tal y como se observa en la figura 23, el tratamiento a
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1 DIV con estradiol (figura 23 A), ICI 182.780 (figura 23 B) y G1 (figura 23 C), incrementó 
los niveles de fosforilación de Akt en la serina 473 (ser 473). 
  
 
Figura 23: Los niveles de fosforilación de Akt se incrementaron por el tratamiento con estradiol, ICI 
182.780 o G1 y este efecto fue bloqueado por el G15 a E17. Las neuronas fueron sembradas a una 
densidad de 700 células/mm2. Tras 1 DIV se trataron durante 45 minutos con estradiol (E2) 10-10 M, ICI 
182.780 10-8 M o G1 10-8 M en ausencia y en presencia de G15 10-8 M. Tras el tratamiento se procedió a 
la lisis celular para posterior evaluación de los niveles de proteína mediante Western blot.   A: Tratamiento 
con E2 y G15 a 1 DIV. B: Tratamiento con ICI 182.780 y G15 a 1 DIV. C: Tratamiento con G1 y G15 a 1 DIV. 
En todos los casos se observa que el tratamiento con G15 bloqueó de manera significativa el incremento 
de la fosforilación de Akt por el resto de compuestos. El experimento fue repetido 4 veces (N=4). Las 
diferencias significativas respecto de valores control a 1 DIV se muestran mediante * p < 0,05.
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Para comprobar si el receptor GPER mediaba esta señalización, decidimos 
bloquearlo mediante su antagonista específico G15. La figura 23 A, B, C, muestra que en 
presencia de G15, ninguno de los tratamientos mencionados aumentó los niveles de 
fosforilación de Akt. Decidimos realizar un experimento similar mediante el 
silenciamiento de GPER con ARNi para validar el resultado anterior mediante dos 
técnicas diferentes. En la figura 24 se observa que en presencia del ARNi contra GPER, 
el estradiol no fue capaz de incrementar los niveles de fosforilación de Akt. Este 
resultado indica que a  1 DIV, el receptor GPER es esencial para la activación de la PI3K 
por el estradiol.  
 
Figura 24: El interferente de GPER bloqueó la fosforilación de Akt en presencia de estradiol a E17. Las 
neuronas hipocampales fueron electroporadas con el ARNi para GPER a una concentración de 30 nM y 
posteriormente sembradas a una densidad de 800 células/mm2. Tras 1 DIV se trataron durante 45 minutos 
con estradiol (E2) 10-10 M. Las muestras fueron procesadas para Western blot y se observó que el estradiol 
en presencia del ARNi de GPER no era capaz de incrementar los niveles de fosforilación de Akt. El 
experimento fue repetido 5 veces (N=5). Las diferencias significativas respecto de valores ARNi control se 
muestran mediante * p < 0,05 y respecto de ARNi GPER se muestran mediante #, p < 0,05. 
 
Por otro lado, se bloqueó a la PI3K mediante su inhibidor wortmanina para 
estudiar si en presencia de este compuesto el estradiol seguía incrementando la 
neuritogénesis de neuronas hipocampales. La figura 25 A muestra que en presencia de 
la wortmanina, el estradiol a 3 DIV no incrementa la complejidad del árbol dendrítico de 
las neuronas hipocampales. Tras este resultado, decidimos estudiar si los niveles de 
ARNm de Ngn 3 podrían verse afectados tras el tratamiento con wortmanina en  
presencia de estradiol o G1. En la figura 25 B se observa que la wortmanina disminuyó 
significativamente los niveles de transcripción de la Ngn 3 y que el tratamiento con 
estradiol y G1 en combinación con dicho inhibidor de la PI3K no incrementó los niveles 
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de ARNm de la Ngn 3. Estos resultados muestran que la PI3K es una molécula clave en 
el proceso neuritogénico hipocampal inducido por estradiol a través de la Ngn 3. 
Figura 25: Efecto de la wortmanina sobre neuritogénesis y niveles de ARNm de Ngn 3 en neuronas 
hipocampales. A: Las neuronas hipocampales fueron sembradas a una densidad de 300 células/mm2 y 
tratadas a 2 DIV durante 16 horas con el inhibidor de la PI3K wortmanina (W) 10-7 M o con estradiol (E2) 
10-10 M en ausencia y presencia de wortmanina. A 3 DIV fueron procesadas para inmunocitoquímica 
contra βIII-Tubulina (verde) para observar la morfología neuronal y DAPI (azul) para ver los núcleos 
celulares. El efecto neuritogénico del estradiol es bloqueado por la wortmanina. El experimento fue 
repetido 3 veces (N=3). B: Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 700 células/mm2. Tras 1 DIV 
se trataron dos horas con wortmanina (W) 10-7 M, estradiol (E2) 10-10 M o G1 10-8 M en ausencia y en 
presencia de wortmanina. Tras el tratamiento se procedió a la lisis celular para posterior evaluación de 
los niveles de ARNm con RT-PCR. Se observa que en presencia de wortmanina, ni el estradiol ni el G1 
incrementan los niveles de ARNm de la Ngn 3 confirmando la necesidad de tener la PI3K activa para que 
las acciones del estradiol sobre neuritogénesis y Ngn 3 sean posibles. El experimento fue repetido 4 veces 
(N=4). Las diferencias significativas respecto de valores control a 1 DIV o 3 DIV se muestran mediante           
*, p < 0,05, respecto de E2 se muestran mediante #, p < 0,05 y respecto de G1 se muestran mediante           
^^, p < 0,01.  
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2 Resultados in vitro con neuronas hipocampales sexadas de ratón CD1 
2.1 Los cultivos hipocampales de hembras a 2 DIV presentan mayor desarrollo 
neuronal respecto de machos.  El estradiol incrementa la velocidad del crecimiento 
neuronal en machos 
 
Dada la importancia que ha adquirido en los últimos años el conocimiento del 
desarrollo y plasticidad neuronales dependiendo del sexo, decidimos comenzar a 
estudiar la neuritogénesis hipocampal en machos y hembras, así como el efecto que 
producen las hormonas en dicho proceso y en los niveles de expresión de Ngn 3, nuestro 
gen diana durante el desarrollo neuronal. En primer lugar decidimos caracterizar 
sucintamente todos los estadios neuronales que podíamos encontrar a  2 DIV tal y como 
se ha explicado en la sección de material y métodos. De esta manera pudimos observar 
si existía la misma proporción de estadios en ambos sexos, evaluando así el desarrollo 
del cultivo en machos y hembras. Tal y como aparece en la figura 26, los cultivos 
hipocampales de hembras presentan una menor proporción de células en estadio I y un 
mayor número de ellas en estadio II que los de machos. Con este resultado, y habiendo 
demostrado previamente un efecto neuritogénico del estradiol en cultivos mixtos, nos 
planteamos si el estradiol podría modificar el número de neuronas perteneciente a cada 
estadio.  
 
2.2 Los cultivos de neuronas hipocampales de hembras a 2 DIV presentan una mayor 
dendritogénesis y longitud axonal que los de machos 
 
Además de una cuantificación del desarrollo del cultivo hipocampal a través de 
los tres estadios caracterizados, se valoró el grado de desarrollo neuronal, estudiando 
parámetros morfológicos como son el número de dendritas, la longitud axonal así como 
la complejidad del árbol dendrítico que fue cuantificada por el método de Sholl. En la 
figura 27 se puede observar que las neuronas hipocampales de hembras control 
presentan los tres parámetros morfológicos significativamente aumentados respecto de 
las neuronas de machos control. De esta forma se confirma que  las neuronas 
hipocampales de hembras presentan un mayor desarrollo in vitro a 2 DIV.
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Figura 26: Los cultivos neuronales de hipocampo de hembras a E17 presentan un mayor desarrollo que 
los de machos a 2 DIV. Las neuronas fueron separadas en los 3 estadios ya descritos previamente en base 
a su morfología (ver métodos), de menor a mayor desarrollo. Los diagramas muestran una menor 
proporción de neuronas en estadio I y un mayor número en estadio II en neuronas de hembras control 
respecto de las de machos control. Se cuantificaron 100 células por tratamiento y el experimento fue 
repetido 3 veces (N=3). Las diferencias significativas respecto de valores macho control se muestran 
mediante ***, p<0,001; **, p < 0,01; *, p < 0,05.   
 
 
Figura 27: Las hembras de cultivos hipocampales a E17 presentan mayor complejidad dendrítica y 
axonal que los machos a 2 DIV. A: Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 200 células/mm2. 
A 2 DIV las células fueron procesadas para inmunocitoquímica contra Map 2  (verde) para observar las 
dendritas, Tau (rojo) para detectar el axón y con DAPI (azul) para ver los núcleos celulares. B: Las gráficas 
muestran que las hembras control presentan un incremento significativo en número de dendritas, 
longitud de axón e intersecciones respecto de machos control. Se cuantificaron 100 células por grupo y el 
experimento fue repetido 3 veces (N=3). Las diferencias significativas respecto de valores macho control 
se muestran mediante **, p < 0.01.
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2.3 El silenciamiento de la Ngn 3 bloquea el desarrollo neuronal en cultivos 
hipocampales de neuronas de ambos sexos 
 
Tras los resultados obtenidos en cultivos mixtos en los que el silenciamiento de 
la    Ngn 3 afectaba de manera significativa al correcto desarrollo de las neuronas 
hipocampales in vitro, quisimos observar si dicho silenciamiento afectaba por igual a las 
neuronas  procedentes de machos y hembras respectivamente. En la figura 28 A, B se 
observa que tras el silenciamiento de la Ngn 3 mediante ARNi, el número de células en 
estadio I incrementa tanto en cultivos neuronales de machos como en los de hembras. 
Así mismo en ambos sexos disminuyen el número de células en estadio III. Las 
diferencias sexuales basales existentes entre las neuronas hipocampales de machos y 
hembras en relación al desarrollo del cultivo desaparecen tras la eliminación de dicho 
gen (figura 28 B). Por otro lado, en la figura 29 A, B se muestra que la supresión de la 
Ngn 3 disminuye significativamente el número de neuritas primarias así como la 
complejidad del árbol dendrítico tanto en neuronas hipocampales de machos como en 
las de hembras. En el caso de las neuritas, la diferencia sexual existente entre machos y 
hembras tratadas con el ARNi de la Ngn 3 es eliminada. Sin embargo, en la evaluación 
de la complejidad del árbol dendrítico, dicha diferencia sexual prevalece mostrando un 
mayor número de intersecciones en las neuronas de cultivos de hembras tratadas con 
el ARNi de la Ngn 3 respecto de los cultivos de machos igualmente tratados.
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Figura 28: El silenciamiento de la Ngn 3 elimina las diferencias sexuales basales en los tres estadios de 
desarrollo en cultivos hipocampales de machos y hembras. A, B: Las neuronas fueron sembradas a una 
densidad de 200 células/mm2 y fueron separadas en los 3 estadios ya descritos previamente en base a su 
morfología, de menor a mayor desarrollo. A: El tratamiento con el ARNi control muestra las diferencias 
basales existentes entre los cultivos neuronales en los que las hembras aparecen con una mayor 
proporción de células en estadio III. B: El tratamiento con el ARNi de la Ngn 3 muestra en ambos sexos un 
aumento del número de células en estadio I y una disminución en el estadio III. Se cuantificaron 20-30 
células por tratamiento y el experimento fue repetido 3 veces (N=3). Las diferencias significativas respecto 
de valores macho 08 ARNi control se muestran mediante **, p < 0.01 *, p < 0.05 y respecto de hembras 
08 ARNi control se muestran mediante ###, p < 0,001 #, p < 0,05.
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Figura 29: Efecto del ARNi de la Ngn 3 en cultivos hipocampales de machos y hembras. A: Las neuronas 
fueron sembradas a una densidad de 200 células/mm2. Tras 1 DIV se transfectaron con el ARNi de la   Ngn 
3 para disminuir los niveles de dicho gen y con un plásmido que expresaba GFP (EGFP) para poder observar 
aquellas neuronas transfectadas. A 2 DIV las células fueron procesadas para inmunocitoquímica contra 
GFP  (verde) para observar las neuritas, Tau (rojo) para detectar el axón y con DAPI (azul) para ver los 
núcleos celulares. B: Tanto el número de neuritas como la complejidad del árbol dendrítico disminuyen 
en neuronas hipocampales de machos y hembras al ser tratadas con el ARNi de la Ngn 3. Se cuantificaron 
20-30 células por grupo y el experimento fue repetido 3 veces (N=3). Las diferencias significativas respecto 
de valores macho ARNi control se muestran mediante ***, p < 0,001 **, p < 0,01; respecto de valores 
hembra ARNi control se muestran mediante ###, p < 0,001 y respecto de valores macho 08 ARNi Ngn 3 se 
muestran mediante ^^, p < 0,01.
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2.4 En cultivos hipocampales de machos a 2 DIV, el estradiol incrementa la 
dendritogénesis y longitud axonal en condiciones basales y en hembras solamente en 
presencia de letrozol 
 
Después de comprobar que las neuronas hipocampales de hembras presentaban 
una mayor dendritogénesis y longitud axonal a 2 DIV y que la Ngn 3 es un factor de 
transcripción clave en dicho proceso, se trataron a continuación a las neuronas 
hipocampales de ambos sexos con estradiol. Se evaluó su desarrollo respecto al número 
de células existente en cada estadio I, II o III así como su morfología midiendo el número 
de dendritas, la longitud axonal y el número de intersecciones. En la figura 30 B se 
muestra que el tratamiento con estradiol en machos disminuye significativamente el 
número de células en estadio I, y aumenta el de células en estadio II, lo que indicaría 
que es capaz de acelerar la madurez del cultivo. En el caso de las neuronas hipocampales 
de hembras, el estradiol no produjo efecto en ningún estadio. También se observó que 
en cultivos de machos a 2 DIV el estradiol incrementa la complejidad del árbol dendrítico 
y longitud axonal respecto de valores control no siendo así en el caso de las hembras 
(figura 31). Tras este resultado, decidimos explorar qué ocurría al bloquear la síntesis de 
estradiol endógeno mediante letrozol. En las figuras 30 C y 31 B se muestra que el 
tratamiento con letrozol en los cultivos neuronales de machos tuvo exactamente el 
mismo efecto que el estradiol, tanto a nivel de proporción de células en cada estadio de 
desarrollo como a nivel morfológico. En el caso de los cultivos neuronales de hembras 
el letrozol mostró una tendencia a incrementar el número de células en estadio I y II 
(figura 30 C) y disminuyó todos los parámetros morfológicos medidos respecto de 
valores control (figura 32 B). Este resultado indica la necesidad de síntesis de estradiol 
endógeno en las neuronas de las hembras para mantener el número de dendritas y 
longitud axonal que observamos en los valores controles. El tratamiento conjunto con 
estradiol y letrozol en el caso de las neuronas de machos también disminuyó el número 
de células en estadio I (figura 30 D) e incrementó la dendritogénesis y longitud axonal 
(figura 31 B). En el caso de las neuronas de hembras el tratamiento conjunto de estradiol 
y letrozol mostró unas proporciones en los tres estadios neuronales muy similares al 
control (figura 30 D) y fue capaz de recuperar los parámetros morfológicos a valores 
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Figura 30: Efecto del estradiol (E2) y letrozol (L) sobre los estadios de desarrollo I, II y III en neuronas 
hipocampales de machos y hembras. Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 200 células/mm2 
y a 1 DIV se trataron con estradiol (E2) 10-8 M y con letrozol (L) 10-7 M durante 24 horas. A continuación  
fueron clasificadas en los 3 estadios ya descritos previamente en base a su morfología, de menor a mayor 
desarrollo. A: Proporción de células control en los tres estadios. B: El tratamiento con E2 disminuye el 
número de células en estadio I e incrementa el del estadio II no teniendo ningún efecto en hembras. C: El 
tratamiento con L presenta el mismo efecto que el estradiol en neuronas hipocampales de machos. En 
neuronas hipocampales de hembras el tratamiento con L muestra una tendencia a incrementar el número 
de células en estadio I. D: El tratamiento de E2 + L incrementa en neuronas hipocampales de machos  el 
número de células en estadio I no teniendo efecto en ningún estadio de neuronas hipocampales de 
hembras. Se cuantificaron 100 células por tratamiento y el experimento fue repetido 3 veces (N=3). Las 
diferencias significativas respecto de valores macho control se muestran mediante ***, p < 0,001                 
**, p < 0,01 *, p < 0,05.
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Figura 31: En cultivos de neuronas hipocampales de machos, el estradiol y el letrozol incrementan la 
dendritogénesis y longitud axonal. A: Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 200 células/mm2 
y a 1 DIV se trataron con estradiol (E2) 10-8 M y con letrozol (L) 10-7 M durante 24 horas. A 2 DIV las 
neuronas fueron procesadas para inmunocitoquímica contra Map 2 (verde) para observar las dendritas, 
Tau (rojo) para detectar el axón y con DAPI (azul) para ver los núcleos celulares. B: Las gráficas muestran 
que los cultivos de neuronas de machos tratados con estradiol, letrozol o ambos tratamientos a la vez, 
presentan un incremento significativo en número de dendritas, longitud de axón e intersecciones 
respecto del control. Se cuantificaron 100 células por tratamiento y el experimento fue repetido 3 veces 
(N=3). Las diferencias significativas respecto de valores macho control se muestran mediante                            
***, p < 0,001 ** y p < 0,01.
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Figura 32: En cultivos de neuronas hipocampales de hembras, el estradiol exógeno incrementa la 
dendritogénesis y longitud axonal cuando la síntesis endógena de estradiol es bloqueada por letrozol. 
A: Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 200 células/mm2 y a 1 DIV se trataron con estradiol 
(E2) 10-8 M y letrozol (L) 10-7 M durante 24 horas. A 2 DIV las neuronas fueron procesadas para 
inmunocitoquímica contra Map 2 (verde) para observar las dendritas, Tau (rojo) para detectar el axón y 
con DAPI (azul) para ver los núcleos celulares. B: Las gráficas muestran que en cultivos de neuronas de 
hembras, el letrozol disminuye la dendritogénesis y longitud axonal. El estradiol exógeno en presencia de 
letrozol revierte dicho efecto a valores control. Se cuantificaron 100 células por tratamiento y el 
experimento fue repetido 3 veces (N=3). Las diferencias significativas respecto de valores hembra control 
se muestran mediante ***, p < 0,001 **, p < 0,01 y respecto de hembras letrozol se muestran mediante 
###, p < 0,001 ##, p < 0,01.
 93 
 
  Resultados 
Estos resultados indican que en neuronas hipocampales de machos, el estradiol 
exógeno incrementa la neuritogenesis con independencia de que se bloquee o no la 
síntesis endógena de estradiol. Por el contratio, en las neuronas hembras el estradiol 
exógeno solamente incrementa la neuritogenesis cuando la síntesis endógena de 
estradiol está inhibida. 
 
2.5 Los cultivos de neuronas hipocampales de hembras a 1 DIV presentan mayores 
niveles de Ngn 3 respecto de los cultivos de neuronas hipocampales de machos. El 
máximo pico de expresión de dicho gen in vitro se produce antes en las neuronas de 
hembras 
 
Los resultados han mostrado que existe un desarrollo in vitro más rápido y una 
dendritogénesis más elevada de las neuronas hipocampales de hembras respecto de los 
machos. El estradiol es capaz de incrementar ambos parámetros en machos, y en 
hembras en presencia de letrozol. Quisimos estudiar si la Ngn 3 podría estar involucrada 
en este dimorfismo sexual y evaluamos los niveles de expresión de este gen a 1 DIV 
cuantificando tanto el ARNm como la proteína a distintos días in vitro para observar si 
existían diferencias sexuales. La figura 33 A muestra que los niveles de ARNm de Ngn 3 
son mayores en cultivos neuronales procedentes de hembras que en los de machos. En 
la figura 33 B se observa el  mismo resultado a 1 DIV en la expresión de proteína y 
también se aprecia que el pico más alto de expresión de dicha proteína ocurre antes en 
hembras (entre 1 y 1.5 DIV) que en machos (entre 1.5 y 2 DIV). Este resultado estaría 
relacionado con una mayor velocidad de desarrollo in vitro de las neuronas hembras 
respecto de machos. 
 
2.6 En tejido hipocampal las hembras a E17 presentan mayor expresión proteica de 
Ngn 3 y esta diferencia sexual se pierde a P0 
 
Quisimos verificar si el dimorfismo sexual respecto a la expresión de la Ngn 3 
también ocurría in vivo. Como se observa en la figura 34, el hipocampo de los ratones 
hembra presenta una mayor expresión de Ngn3 que el de los ratones macho. Esta 
diferencia sexual es transitoria ya que no se detectó ni a P0 ni a P1.
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Figura 33: Los cultivos hipocampales de hembras presentan mayores niveles de ARNm y proteína de 
Ngn 3 a 1 DIV respecto de machos y el máximo pico de expresión de dicho gen se produce antes en 
hembras que en machos.  Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 700 células/mm2. A: Tras 1 
DIV se procedió a la lisis celular y las muestras fueron procesadas para RT-PCR. Existen mayores niveles 
de ARNm de Ngn 3 a 1 DIV en neuronas hipocampales de hembras. B: Tras 1, 1.5, 2, 3 y 4 DIV, las neuronas 
hipocampales se procesaron para Western blot. Existen mayores niveles proteicos de Ngn 3 a 1 DIV y el 
pico máximo de expresión de la proteína ocurre entre 1 y 1.5 DIV en hembras y entre 1.5 y 2 DIV en 
machos. Ambos experimentos fueron repetidos 5 veces (N=5). Las diferencias significativas respecto de 
valores control macho a 1 DIV se muestran mediante **, p < 0,01 *, p < 0,05 y respecto de valores control 
hembra a 1 DIV se muestran mediante #, p < 0,05. 
 
 
2.7 El tratamiento con estradiol incrementa los niveles de ARNm de la Ngn 3 en 
cultivos de neuronas hipocampales de machos y en los de hembras los disminuye. La 
inhibición de la actividad aromatasa en hembras revierte este efecto 
 
Debido a los efectos dendritogénicos que el estradiol y el letrozol habían 
producido previamente en la morfología de las neuronas procedentes de machos y 
hembras, decidimos comprobar si podrían correlacionar con los niveles de expresión de 
ARNm de la Ngn 3. En primer lugar se midieron los niveles de ARNm de aromatasa en 
cultivos hipocampales de machos y hembras a E17 para confirmar la presencia de dicha 
enzima. En la figura 35 A se observa que los machos presentan mayores niveles de 
ARNm de la enzima aromatasa.
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Figura 34: El dimorfismo sexual respecto a la expresión hipocampal de la Ngn 3 que existe a E17 
desaparece a P0 y P1. A: Se extrajeron los hipocampos de machos y hembras a las edades mencionadas  
y se homogeneizaron para Western blot. El experimento fue repetido 5 veces (N=5). Las diferencias 
significativas respecto de valores control macho a E17 se muestran mediante **, p < 0,01. 
 
 
Como ya se ha mencionado, en el caso de los machos, tanto el estradiol como el 
letrozol por separado o en co-tratamiento, fueron capaces de incrementar la 
dendritogénesis y la longitud axonal (figura 31). Tal y como muestra la figura 33 B, el 
resultado mencionado en morfología correlaciona con un incremento en machos de los 
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niveles ARNm de la Ngn 3. En neuronas hembras tanto el estradiol como el letrozol 
produjeron un descenso en los niveles de ARNm de dicho gen (figura 35 C).  
 
Figura 35: El estradiol y el letrozol incrementan los niveles de ARNm de Ngn 3 en cultivos hipocampales 
de machos y disminuyen los de hembras. El co-tratamiento con estradiol y letrozol aumentan los niveles 
de mensajero de dicho gen en ambos sexos. Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 700 
células/mm2. Tras 1 DIV las neuronas se trataron durante dos horas con estradiol (E2) 10-8 M y letrozol (L) 
10-7 M o ambos tratamientos a la vez. Después se realizó la lisis celular para procesar las muestras 
mediante RT-PCR. A: En machos el estradiol, el letrozol y el tratamiento combinado aumentaron los 
niveles de ARNm de la Ngn 3. B: En hembras el estradiol y el letrozol disminuyeron los niveles de ARNm 
de la Ngn 3 y el tratamiento combinado de ambos compuestos incrementó por encima de valores control 
los niveles de ARNm de la Ngn 3. El experimento fue repetido 6 veces (N=6). Las diferencias significativas 
respecto de valores control macho o control hembra se muestran mediante ***, p < 0,001 **, p < 0,01 y 
respecto de E2 hembra #, p < 0,05. 
 
Aunque el tratamiento con estradiol no afectó ni la dendritogénesis ni la longitud 
axonal en neuronas hipocampales de hembras (figura 32), como hemos indicado sí 
produjo un descenso en los niveles de ARNm de la Ngn 3. El co-tratamiento de estradiol 
y letrozol recuperó los niveles de ARNm de Ngn 3 por encima de valores control en dicho 
sexo y también devolvió a valores control tanto la dendritogénesis como la longitud 
axonal. Por tanto, salvo en el caso del tratamiento con estradiol, el resto de tratamientos 
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2.8 Los sobrenadantes de los cultivos procedentes de machos y de hembras presentan 
niveles similares de esteroides 
 
Para determinar si las diferencias sexuales observadas en neuritogénesis y en 
respuesta a estradiol podrían ser debidos a diferentes niveles endógenos de esta 
molécula en los cultivos decidimos medir los niveles de esteroides en los sobrenadantes 
de los cultivos neuronales a 1 DIV. En la tabla 6, se muestran los niveles de distintos 
esteroides y en ninguno de ellos se aprecian diferencias significativas entre machos y 
hembras. Este resultado sugiere que el efecto del estradiol endógeno y exógeno sobre 
los cultivos de machos y hembras es debido a rutas de señalización reguladas de manera 
distinta en ambos sexos y no a una concentración diferente de esteroides en el medio 
extracelular.  
 
2.9 Los plasmas de ratones machos a distintas edades mostraron mayores niveles de 
testosterona que los de ratones hembras 
 
En relación con el experimento anterior, decidimos cuantificar los niveles de 
esteroides en el plasma de ratones machos y hembras a distintas edades. En la tabla 7 
se muestra que de todos los esteroides cuantificados, únicamente la testosterona 
mostró diferencias significativas entre machos y hembras siendo más abundante en 
machos en todas las edades evaluadas. Este dato nos indica que las neuronas 
hipocampales de machos que utilizamos en nuestros cultivos neuronales a E17 ya habían 


















Niveles hormonales en 









9,136 ± 1,764 








2,404 ± 0,216 








2,026 ± 0,098 








61,92 ± 12,79 








39,65 ± 8,371 








2,349 ± 0,420 








2,840 ± 1,226 








4,816 ± 0,594 
4,253 ± 0,843 
 
 
Tabla 6: Niveles de esteroides en sobrenadantes de cultivos neuronales de 1 DIV de machos y hembras 
a E17. Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 600 células/mm2 y tras 1 DIV los sobrenadantes 
neuronales fueron procesados mediante cromatografía líquida asociada a espectrometría de masas. No 
se observaron diferencias sexuales significativas en ninguna de los esteroides cuantificados. El 














Edad y sexo 
 
Niveles en plasma de ratón (pg/µl) 
 








1,930 ± 0,095 
2,273 ± 0,325 
1,595 ± 0,385 
2,817 ± 0,322 
3,263 ± 0,743 
3,607 ± 0,879 
3,396 ± 0,754 
4,180 ± 0,448 








0,713 ± 0,058 
1,113 ± 0,273 
0,313 ± 0,055 
0,236 ± 0,069 
0,123 ± 0,029 
0,120 ± 0,015 
0,122 ± 0,028 
0,132 ± 0,024 








0,336 ± 0,086 
0,250 ± 0,000 
0,250 ± 0,001 
0,373 ± 0,086 
0,473 ± 0,203 
0,646 ± 0,209 
0,426 ± 0,066 
0,406 ± 0,094 








1,263 ± 0,203 
1,100 ± 0,094 
0,576 ± 0,149 
0,373 ± 0,148 
2,003 ± 1,514 
1,720 ± 0,880 
1,623 ± 0,112 
1,380 ± 0,332 








2,890 ± 0,205 
3,360 ± 0,373 
1,155 ± 0,055 
0,980 ± 0,000 
1,530 ± 0,400 
1,110 ± 0,545 
1,363 ± 0,200 
1,258 ± 0,312 








0,096 ± 0,040 
0,093 ± 0,026 
0,100 ± 0,023 
0,155 ± 0,095 
0,526 ± 0,088 
0,470 ± 0,075 
0,636 ± 0,160 









Edad y sexo 
 
Niveles en plasma de ratón (pg/µl) 
 








0,608 ± 0,073 **  
0,166 ± 0,005 
0,377 ± 0,056 *  
0,049 ± 0,012 
0,313 ± 0,014 *  
0,051 ± 0,005 
0,368 ± 0,094 *  
0,077 ± 0,019 








0,060 ± 0,010 
0,050 ± 0,000 
0,050 ± 0,000 
0,050 ± 0,000 
0,050 ± 0,000 
0,050 ± 0,000 
0,050 ± 0,000 
0,056 ± 0,006 








1,296 ± 0,224 
1,206 ± 0,413 
1,652 ± 0,504 
1,309 ± 0,655 
2,367 ± 0,779 
2,219 ± 0,194 
4,141 ± 0,563 
4,702 ± 0,365 








0,050 ± 0,005 
0,050 ± 0,001 
0,050 ± 0,000 
0,050 ± 0,000 
0,050 ± 0,000 
0,050 ± 0,000 
0,050 ± 0,000 
0,050 ± 0,000 








0,503 ± 0,082 
0,523 ± 0,110 
0,356 ± 0,029 
0,313 ± 0,064 
0,110 ± 0,020 
0,066 ± 0,024 
0,064 ± 0,014 
0,050 ± 0,007 
 
Tabla 7: Niveles de esteroides en plasma de ratones machos y hembras a E17, E18, P0 y P2. Los plasmas 
de machos y hembras a las edades mencionadas fueron extraídos y los esteroides se identificaron y 
cuantificaron mediante cromatografía líquida asociada a espectrometría de masas. Únicamente la 
testosterona fue significativamente distinta en machos y hembras, presentando los machos mayores 
niveles de dicha hormona en todas las edades estudiadas. El experimento fue repetido 4 veces (N=4).  Las 
diferencias significativas respecto de valores macho a E17, E18, P0 Y P2 se muestran mediante **, p < 0,01 
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2.10 Los ratones hembras presentan mayor expresión de receptores de estrógeno que 
los machos a E17, tanto en cultivos neuronales a 1 DIV como en tejido hipocampal 
 
Debido a los cambios morfológicos inducidos por el estradiol en las neuronas 
hipocampales de ratones machos y a que las de hembras presentan un desarrollo 
morfológico más avanzado que las de los machos a 2 DIV, decidimos medir la expresión 
de receptores de estrógeno en ambos sexos. Para ello se cuantificaron mediante RT-PCR 
y Western blot los niveles del ERα, ERβ y de GPER. Tal y como se observa en las figuras 
36, 37 y 38, en cultivos hipocampales a 1 DIV, existen mayores niveles de ARNm (figura 
36) y proteína (figura 37) de los tres receptores mencionados en cultivos neuronales de 
hembras. Esta diferencia también se detectó en el hipocampo in vivo a E17 (figura 38) y 
podría estar relacionada con el mayor desarrollo que presentan las hembras respecto 





Figura 36: Expresión del ARNm del ERα y ERβ y GPER en neuronas hipocampales de machos y hembras. 
Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 700 células/mm2. Tras 1 DIV los cultivos hipocampales 
de machos y hembras se procesaron para su posterior análisis mediante RT-PCR. A, B, C: Tras 1 DIV, las 
neuronas hipocampales de hembras presentan mayor expresión de ARNm de ERα, ERβ y GPER que las de 
machos.  El experimento fue repetido 8 veces (N=8). Las diferencias significativas respecto de valores 
control macho se muestran mediante **, p < 0,01 *, p < 0,05. 
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Figura 37: Expresión proteica del ERα y ERβ y GPER en neuronas hipocampales de machos y hembras. 
Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 700 células/mm2. Tras 1 DIV los cultivos hipocampales 
de machos y hembras se procesaron para su posterior análisis mediante Western blot. A, B, C: A 1 DIV, las 
neuronas hipocampales de hembras tienen mayores niveles de proteína de ERα, ERβ y GPER que las de 
machos. El experimento fue repetido 4 veces (N=4). Las diferencias significativas respecto de valores 











Figura 38: Expresión proteica del ERα y ERβ y GPER en hipocampos de machos y hembras. Los 
hipocampos de machos y hembras a E17 fueron extraídos y lisados para su posterior análisis por Western 
blot. A, B, C: Las neuronas hipocampales de hembras presentan mayores niveles de proteína de ERα y ERβ 
y GPER que las de machos. El experimento fue repetido 4 veces (N=4). Las diferencias significativas 
respecto de valores control macho se muestran mediante *, p < 0,05. 
 
 
Sin embargo cuando los cultivos se prepararon a partir de embriones a E18 los 
niveles de expresión del ERα, ERβ resultaron ser mayores en las neuronas hipocampales 
de machos respecto de las neuronas de hembras. No se encontraron diferencias 
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Figura 39: Expresión del ARNm del ERα y ERβ y GPER en neuronas hipocampales de machos y hembras 
a E18. Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 700 células/mm2. Tras 1 DIV los cultivos 
hipocampales de machos y hembras se procesaron para su posterior análisis mediante RT-PCR. A, B: Las 
neuronas hipocampales de machos presentan mayores niveles de ARNm del ERα y ERβ. C: No se 
encontraron diferencias significativas para los niveles de expresión del receptor GPER entre ambos sexos. 
El experimento fue repetido 8 veces (N=8). Las diferencias significativas respecto de valores control macho 
se muestran mediante ***, p < 0,001 y * y p < 0,05. 
 
2.11 En cultivos hipocampales a 1 DIV, los agonistas de los receptores nucleares de 
estrógeno así como del receptor GPER modifican de manera sexo-dimórfica los niveles 
de ARNm de la Ngn 3 
 
Tras los resultados obtenidos en cultivos de machos y hembras con estradiol y 
letrozol sobre el ARNm de Ngn 3 así como sobre la dendritogénesis y longitud axonal, 
decidimos explorar qué receptor de estrógeno estaría mediando dichos efectos en 
machos y hembras. Para ello tratamos a las neuronas hipocampales de ambos sexos a 1 
DIV con PPT y DPN (los agonistas selectivos del ERα y ERβ respectivamente) así como 
con G1 (el agonista selectivo del GPER) y medimos por RT-PCR los niveles de expresión 
del ARN mensajero de la Ngn 3. Tal y como muestra la figura 40, en el caso de los 
machos, únicamente el G1 incrementó significativamente los niveles de ARNm de la Ngn 
3. Esto indicaría que en machos, los efectos del estradiol sobre la Ngn 3 y por tanto sobre 
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la dendritogénesis y longitud axonal estarían mediados fundamentalmente por el 
receptor GPER. En hembras, G1 tuvo el efecto contrario  que observábamos en machos, 
descendiendo significativamente los niveles de ARNm de la Ngn 3 respecto de valores 
control. Así mismo se observó que el DPN incrementa los niveles de ARN mensajero de 
dicho gen en las neuronas de hembras, lo que implicaría un efecto antagónico del ERβ y 
GPER en las neuronas de este sexo (figura 40).  
 
Figura 40: Efectos de los agonistas de los receptores de estrógeno sobre los niveles de ARNm de la Ngn 
3 en cultivos de machos y de hembras. Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 700 
células/mm2. Tras 1 DIV los cultivos se trataron durante dos horas con 4,4',4''-(4-Propyl-[1H]-pyrazole-
1,3,5-triyl)trisphenol (PPT, 10-10 M), 2,3-bis(4-Hydroxyphenyl)-propionitrile (DPN, 10-10 M) o 1-
[(3aR*,4S*,9bS*)-4-(6-Bromo-1,3-benzodioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]quinolin-8-yl]- 
ethanone (G1, 10-7 M). A continuación se realizó la lisis celular para procesar las muestras mediante RT-
PCR. A: En los cultivos de machos el tratamiento con G1 aumentó los niveles de ARNm de la Ngn 3. B: En 
los cultivos de hembras el tratamiento con DPN incrementó los niveles de ARNm de la Ngn 3 y el 
tratamiento con G1 los disminuyó. El experimento fue repetido 6 veces (N=6). Las diferencias significativas 
respecto de valores control macho o control hembra se muestran mediante ***, p < 0,001 ** y p < 0,01. 
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2.12 La testosterona incrementa los niveles de ARNm de la Ngn 3 en cultivos de 
neuronas hipocampales de machos y los disminuye en los de hembras 
 
Para seguir explorando el efecto que ejercen las hormonas sobre el desarrollo 
hipocampal, se escogió a la testosterona, la hormona a partir de la cual se sintetiza el  
estradiol por acción de la enzima aromatasa. Los efectos de la testosterona sobre la 
diferenciación sexual de distintas zonas cerebrales así como sus efectos en 
comportamiento han sido demostrados en muchas ocasiones, tanto en modelos 
animales como en humanos (Simerly., 2002; Arnold y Chen., 2009; Durdiakova y col., 
2011; Lombardo y col., 2012; McCarthy y col., 2012). Sin embargo hasta ahora no se 
habían observado sus efectos sobre un gen clave en el desarrollo neuronal como es la 
Ngn 3. En cultivos de neuronas hipocampales de machos, el tratamiento con 
testosterona o su metabolito activo, la dihidrotestosterona (DHT), incrementó los 
niveles de ARNm de la Ngn 3 (figura 41). En neuronas hipocampales de hembras ocurrió 
lo contrario, tanto la testosterona como la DHT disminuyeron los niveles de ARNm de la 
Ngn 3.  
 
Figura 41: Efectos de la testosterona y DHT sobre el ARNm de la Ngn 3: Las neuronas fueron sembradas 
a una densidad de 700 células/mm2. Tras 1 DIV las neuronas se trataron durante dos horas con 
testosterona (T) 10-7M o dihidrotestosterona (DHT) 10-8M. Después se realizó la lisis celular para procesar 
las muestras mediante RT-PCR. A: En cultivos hipocampales de machos tanto la testosterona como la DHT 
incrementaron los niveles de ARNm de la Ngn 3. B: En cultivos hipocampales de hembras tanto la 
testosterona como la DHT disminuyeron los niveles de ARNm de la Ngn 3. El experimento fue repetido 6 
veces (N=6). Las diferencias significativas respecto de valores control macho o hembra se muestran 
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2.13 En neuronas hipocampales de machos existen mayores niveles de ARNm tanto 
de la 5α-reductasa 1 y 3 como del receptor de andrógenos 
 
Debido a las diferencias sexuales encontradas tras el tratamiento con testosterona y 
DHT en la expresión del ARNm de la Ngn 3, quisimos comprobar si la 5α-reductasa que 
es la enzima que metaboliza la conversión de testosterona a DHT así como el receptor 
de andrógenos, pudieran estar expresándose de forma diferente en ambos sexos. 
Existen 3 isoformas de la enzima 5α-reductasa: las isoformas 1, 2 y 3.  En los cultivos 
hipocampales de machos y hembras a 1 DIV únicamente se expresaron las isoformas 1 
y 3 (figura 42 A, B). Las neuronas hipocampales de machos en cultivo presentaron 
mayores niveles de ARNm de la 5α-reductasa 1 y 3 así como del receptor de andrógenos 
que las neuronas hipocampales de hembras (figura 42 A, B C). Este resultado estaría 
indicando nuevamente que tanto machos como hembras presentan distintos niveles de 
expresión de enzimas y receptores implicados en la señalización de estrógenos y 
andrógenos. 
 
Figura 42: Expresión del ARNm de la 5α-reductasa 1 y 3 y del receptor de andrógenos. Las neuronas 
fueron sembradas a una densidad de 700 células/mm2. Tras 1 DIV los cultivos hipocampales de machos y 
hembras se procesaron para su posterior análisis mediante RT-PCR. A, B, C: Las neuronas hipocampales 
de machos presentan mayores niveles de ARNm de 5α-reductasa 1 y 3 así como del receptor de 
andrógenos (AR). El experimento fue repetido 5 veces (N=5). Las diferencias significativas respecto de 
valores control macho se muestran mediante *, p < 0,05. 
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2.14 La testosterona y DHT aumentan el desarrollo del cultivo en neuronas 
hipocampales de machos y lo disminuyen en las de hembras 
Puesto que la testosterona y DHT incrementaron el ARNm de la Ngn 3 en neuronas 
hipocampales de machos y en las neuronas hipocampales de hembras ocurrió justo lo 
contrario, decidimos observar si el desarrollo del cultivo neuronal se veía modificado de 
la misma forma al tratar con ambas hormonas. Tal y como se observa en la figura 43 
B,C, el tratamiento con testosterona y DHT incrementó la maduración del cultivo en las 
neuronas hipocampales de machos mientras que en el caso de las neuronas 
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Figura 43: Efecto de la testosterona, dihidrotestosterona, finasteride y letrozol sobre los estadios de 
desarrollo I, II y III en neuronas hipocampales de machos y hembras. Las neuronas fueron sembradas a 
una densidad de 200 células/mm2 y a 1 DIV se trataron con testosterona (T) 10-7 M, dihidrotestosterona 
(DHT) 10-8 M, finasteride (F) 10-8 y letrozol (L) 10-7 M durante 24 horas. A continuación  fueron clasificadas 
en los 3 estadios ya descritos previamente en base a su morfología, de menor a mayor desarrollo. A: 
Proporción de células control en los tres estadios. B: El tratamiento con T disminuye el número de células 
en estadio I teniendo el efecto contrario en hembras. C: El tratamiento con DHT tiene el mismo efecto 
que la testosterona en neuronas hipocampales de machos y hembras. D: El finasteride no afectó la acción 
de la testosterona sobre las neuronas hipocampales de machos pero bloqueó la acción de la hormona en 
las neuronas hembra. E: El tratamiento con letrozol no bloqueó la acción de la testosterona ni en las 
neuronas macho ni en las neuronas hembra. Se cuantificaron 100 células por tratamiento y el 
experimento fue repetido 3 veces (N=3). Las diferencias significativas respecto de valores macho control 
se muestran mediante ***, p < 0,001 **, p < 0,01 * y p < 0,05; respecto de valores hembra control se 
muestran mediante #, p < 0,05 y respecto de valores hembra testosterona se muestran mediante                      
^, p < 0,05. 
 
Para observar si dichos efectos cursaban a través de la conversión de 
testosterona a estradiol o a DHT se trataron a ambos sexos con testosterona en 
presencia de finasteride que inhibe la actividad 5α-reductasa o de letrozol que como ya 
se ha indicado bloquea la actividad aromatasa. El tratamiento con testosterona en 
presencia de finasteride incrementó la maduración del cultivo en el caso de las neuronas 
hipocampales de machos y en el caso de las neuronas hipocampales de hembras 
devolvió las proporciones de los tres estadios neuronales a valores control (figura 43 D). 
El tratamiento con testosterona en presencia de letrozol incrementó nuevamente la 
maduración del cultivo en el caso de las neuronas hipocampales de machos no siendo 
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así en el caso de las neuronas hipocampales de hembras donde la proporción de células 
menos desarrolladas incrementó respecto de valores control (figura 43 E).  
 
2.15 La testosterona y la DHT incrementan la dendritogénesis y la longitud axonal en 
cultivos hipocampales de machos disminuyéndolas en los de hembras 
 
Tras observar los efectos producidos por la testosterona y su metabolito activo 
la DHT sobre el ARNm de la Ngn 3 y sobre la maduración de los cultivos neuronales, 
decidimos observar sus efectos sobre la neuritogénesis de neuronas hipocampales de 
machos y hembras. Tal y como muestran las figuras 44 y 45, los efectos de la 
testosterona y su metabolito directo, la DHT, son totalmente opuestos en ambos sexos 
tal y como ocurría con ARNm de la Ngn 3 y con el desarrollo de los cultivos neuronales. 
En la figura 44, se observa que tanto la testosterona como la DHT incrementan la 
dendritogénesis y longitud axonal en cultivos de neuronas hipocampales de machos. Sin 
embargo, en la figura 45 se observa cómo dichos compuestos disminuyen ambos 
parámetros morfológicos en las neuronas hipocampales de hembras. Nuevamente 
quisimos observar si el efecto que produce la testosterona en ambos sexos está mediado 
por la conversión de la testosterona a estradiol o DHT. Por ello, en este caso se trataron 
los cultivos de ambos sexos con finasteride. A continuación se midieron el número de 
dendritas primarias, la longitud axonal y la complejidad del árbol dendrítico. En el caso 
de los cultivos neuronales de machos (figura 44), el tratamiento con testosterona y 
finasteride siguió incrementando todos los parámetros morfológicos mencionados 
respecto de valores control. De este resultado podríamos deducir que la testosterona al 
tener bloqueada su conversión a DHT, sería sustrato de la enzima aromatasa y se 
transformaría en estradiol. Como ya se ha descrito anteriormente, el estradiol es capaz 
de incrementar el desarrollo neuronal de los cultivos hipocampales de machos. En el 
caso de los cultivos hipocampales de hembras (figura 45), el tratamiento con 
testosterona y finasteride a la vez, bloquea la disminución de la dendritogénesis y 
longitud axonal provocada por la testosterona en solitario. Este resultado indicaría que 
los efectos de la testosterona sobre la morfología de las neuronas hipocampales de 
hembras cursarían a través de su transformación a DHT.  
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Figura 44: Efecto de la testosterona y la DHT sobre la dendritogénesis y longitud axonal de neuronas 
hipocampales de machos. El tratamiento con finasteride no bloquea los efectos de la testosterona. A: 
Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 200 células/mm2. A 1 DIV las neuronas se trataron con 
testosterona (T) 10-7 M, dihidrotestosterona (DHT) 10-8 M y con finasteride (F) 10-8 M durante 24 horas. A 
2 DIV las células fueron procesadas para inmunocitoquímica contra Map 2 (verde) para observar las 
dendritas, Tau (rojo) para detectar el axón y con DAPI (azul) para ver los núcleos celulares. B: Las gráficas 
muestran que tanto la testosterona como la DHT incrementan la dendritogénesis y longitud axonal en 
neuronas hipocampales de machos. El tratamiento con finasteride no bloquea los efectos de la 
testosterona en los parámetros mencionados. Se cuantificaron 100 células por tratamiento y el 
experimento fue repetido 3 veces (N=3). Las diferencias significativas respecto de valores control se 
muestran mediante ***, p < 0,001 **, p < 0,01 * y p < 0,05. 
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Figura 45: Efecto de la testosterona y la DHT sobre la dendritogénesis y longitud axonal de neuronas 
hipocampales de hembras. El tratamiento con finasteride bloquea los efectos de la testosterona. A: Las 
neuronas fueron sembradas a una densidad de 200 células/mm2. A 1 DIV las neuronas se trataron con 
testosterona (T) 10-7 M, dihidrotestosterona (DHT) 10-8 M y con finasteride (F) 10-8 M durante 24 horas. A 
2 DIV las células fueron procesadas para inmunocitoquímica contra Map 2 (verde) para observar las 
dendritas, Tau (rojo) para detectar el axón y con DAPI (azul) para ver los núcleos celulares. B: Las gráficas 
muestran que tanto la testosterona como la DHT disminuyen la dendritogénesis y longitud axonal en 
neuronas hipocampales de hembras. El tratamiento con finasteride bloquea los efectos de la testosterona 
en los parámetros mencionados. Se cuantificaron 100 células por tratamiento y el experimento fue 
repetido 3 veces (N=3). Las diferencias significativas respecto de valores control se muestran mediante 
***, p < 0,001 **, p < 0,01 * y respecto del tratamiento con testosterona se muestran mediante                     
###, p < 0,001. 
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2.16 La testosterona en presencia de letrozol incrementa la dendritogénesis y longitud 
axonal en cultivos hipocampales de machos y los disminuye en los de hembras 
 
Para determinar el efecto de la transformación de testosterona en estradiol 
sobre la morfología neuronal nuevamente utilizamos el letrozol. Las figuras 46 y 47 
muestran que el tratamiento de cultivos hipocampales de machos con la testosterona 
en presencia de letrozol incrementa tanto la dendritogénesis como la longitud axonal 
respecto de valores control. Sin embargo en el caso de las neuronas procedentes de 
hembras, dichos parámetros disminuyen. Este resultado correlaciona perfectamente 
con la expresión de ARNm de la Ngn 3 así como con la maduración de los cultivos 
neuronales de machos y hembras. Recapitulando, con este experimento podemos 
concluir que en el caso de los cultivos hipocampales de machos, tanto la testosterona 
metabolizada hacia estradiol como hacia DHT promueven un incremento del ARNm de 
la Ngn 3, de la maduración del cultivo neuronal así como de la dendritogénesis y longitud 
axonal. En el caso de los cultivos hipocampales de hembras, tendríamos dos 
regulaciones diferentes. La testosterona transformada hacia DHT disminuiría la 
transcripción de la Ngn 3, el desarrollo, y la morfología neuronales. Sin embargo la 
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Figura 46: Efecto del tratamiento con letrozol y testosterona sobre la dendritogénesis y longitud axonal 
de neuronas hipocampales de machos. A: Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 200 
células/mm2. A 1 DIV las neuronas se trataron con testosterona (T) 10-7 M y letrozol (L) 10-7 M durante 24 
horas. A 2 DIV las células fueron procesadas para inmunocitoquímica contra Map 2 (verde) para observar 
las dendritas, Tau (rojo) para detectar el axón y con DAPI (azul) para ver los núcleos celulares. B: Las 
gráficas muestran que los tratamientos con testosterona, letrozol o testosterona en presencia de letrozol 
incrementan la dendritogénesis y la longitud axonal en neuronas hipocampales de machos. Se 
cuantificaron 100 células por tratamiento y el experimento fue repetido 3 veces (N=3). Las diferencias 
significativas respecto de valores control se muestran mediante **, p < 0,01 * y p < 0,05. 
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Figura 47: Efecto del tratamiento con letrozol y testosterona sobre la dendritogénesis y longitud axonal 
de neuronas hipocampales de hembras A: Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 200 
células/mm2. A 1 DIV las neuronas se trataron con testosterona (T) 10-7 M y letrozol (L) 10-7 M durante 24 
horas. A 2 DIV las células fueron procesadas para inmunocitoquímica contra Map 2 (verde) para observar 
las dendritas, Tau (rojo) para detectar el axón y con DAPI (azul) para ver los núcleos celulares. B: Las 
gráficas muestran que los tratamientos con testosterona, con letrozol o con testosterona en presencia de 
letrozol disminuyen la dendritogénesis y la longitud axonal en neuronas hipocampales de hembras. Se 
cuantificaron 100 células por tratamiento y el experimento fue repetido 3 veces (N=3). Las diferencias 
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1. El estradiol regula la neuritogénesis a través de GPER y Ngn 3 
Los resultados del presente estudio indican que el estradiol promueve la 
neuritogénesis en neuronas hipocampales de ratón CD1. Dicha acción del estradiol está 
asociada a un aumento en la expresión del gen neuritogénico Ngn 3. Por otro lado, el 
estradiol disminuyó el ARNm de Hes 1, lo que sugiere una implicación del receptor Notch 
en dicho proceso. Puesto que tan sólo se detectan un 5% de células GFAP positivas en 
los cultivos neuronales, podemos concluir que el efecto ejercido por el estradiol se 
realiza de forma directa sobre las neuronas hipocampales. Trabajos previos en el 
laboratorio revelaron que los mayores niveles de expresión del mensajero de Ngn 3 en 
neuronas hipocampales se encontraban entre 1 y 3 DIV, siendo 3 DIV el máximo pico de 
expresión de dicho gen. Tanto a 4 como 5 DIV, los niveles descendieron incluso por 
debajo de los obtenidos a 1 DIV (Simon-Areces y col., 2010). Por ello, en todos los 
experimentos realizados en cultivos hipocampales (sean o no sexados) decidimos 
evaluar únicamente los primeros estadios de diferenciación neuronal correspondientes 
a 1, 2 o 3 DIV, ya que parecen ser los días en los que existe una mayor expresión de la 
Ngn 3 en neuronas hipocampales. La Ngn 3 es un factor de transcripción que varía su 
localización subcelular durante el desarrollo en las neuronas del hipocampo. Esto se ha 
observado tanto in vitro como in vivo (Simon-Areces y col., 2010). En el hipocampo de 
ratón CD1 in vivo, las neuronas de la capa piramidal y granular presentan mayores 
niveles de Ngn 3 en el citoplasma a P0 y P10, mientras que en el adulto la Ngn 3 se 
concentra en el núcleo neuronal. En neuronas hipocampales in vitro, nuestros 
resultados previos indicaron que la Ngn 3 presentaba una localización 
fundamentalmente nuclear a 1 DIV y que a través de la exportina nuclear CMR1 era 
translocada al citoplasma a 2 y 3 DIV. A 4 DIV volvía a encontrarse en mayores niveles 
en el núcleo neuronal (Simon-Areces y col., 2010 y 2013). Creemos que la variación en 
la localización subcelular de la Ngn 3 (citoplasmática o nuclear), es clave para la correcta 
diferenciación y maduración de las neuronas hipocampales. Mediante su interacción 
con componentes del citoesqueleto, la Ngn 3 estaría implicada en las primeras etapas 
del desarrollo de dichas neuronas que incluirían tanto la formación de las dendritas 
como del axón. Las neuronas tendrían una mayor expresión de Ngn 3 en el citoplasma 




cuando está comenzando dicho proceso o cuando ya ha finalizado. Una vez concluido el 
inicio de la neuritogénesis, la Ngn 3 vuelve al núcleo donde actúa como factor de 
transcripción. Dado que el estradiol era capaz de incrementar los niveles de expresión 
de Ngn 3 en los cultivos neuronales, decidimos estudiar si la localización de la Ngn 3 
podría modificarse al tratar las neuronas con dicha hormona. A 1 DIV el tratamiento con 
estradiol aceleró la salida de la Ngn 3 del núcleo hacia el citoplasma y a 3 DIV, la situación 
se invirtió. Este resultado sugiere que el estradiol aumenta la neuritogénesis de las 
neuronas del hipocampo, no sólo incrementando la expresión de ARNm de la Ngn 3 sino 
también modificando la localización subcelular de la proteína.  
 
Una vez establecido el efecto que el estradiol ejerce sobre el desarrollo neuronal 
y la expresión y localización subcelular de la Ngn 3, la siguiente cuestión a resolver era 
qué receptor o receptores de estrógeno podrían estar involucrados en dicha 
señalización celular. Ninguno de los agonistas (PPT y DPN) o antagonistas (MPP y PHTPP) 
específicos de los receptores clásicos de estrógeno (ERα y ERβ) modificaron 
significativamente los niveles transcripcionales de Ngn 3 en los cultivos no sexados. Este 
resultado nos sorprendió, dado que la mayor parte de los efectos que presenta el 
estradiol en el sistema nervioso están mediados por alguno de los dos receptores 
clásicos, especialmente el ERα (García-Ovejero y col., 2002; Morissette y col., 2008; 
Grassi y col., 2010; Varea y col., 2010; Hinton y col., 2016; Murakami., 2016). Si bien la 
mayor parte de la señalización por estradiol según la literatura cursa a través de los 
receptores clásicos, siempre hay excepciones y ésta parecía una de ellas. Al tratar las 
neuronas hipocampales con ICI 182.780, el antagonista de ambos receptores nucleares, 
se incrementó tanto la neuritogénesis hipocampal como los niveles de ARNm de Ngn 3. 
De nuevo, este resultado inesperado nos hizo sospechar de la posible afinidad del ICI 
182.780 por otros receptores de estrógeno que no hubiéramos considerado hasta el 
momento. Un posible candidato era el recientemente descubierto GPR30 (Carmeci y 
col., 1997) que posteriormente pasó a llamarse GPER, cuya capacidad de unir estradiol 
quedó demostrada en el 2005 (Revankar y col., 2005). Este receptor pertenece a la 
familia de receptores de membrana acoplados a proteínas G que originan cascadas de 
señalización rápidas. Aunque se han demostrado los efectos del ICI 182.780 como 




de los efectos neuritogénicos del estradiol en zonas como el hipotálamo, los ganglios 
raquídeos o incluso en la línea celular PC12 (Duenas y col., 1996; Topalli y col., 2004; 
Chakrabarty y col., 2008), también se ha descrito como agonista del receptor GPER 
(Thomas y col., 2005). En este contexto, se ha observado que el ICI 182.780 no bloquea 
los efectos neuritogénicos del estradiol en las neuronas dopaminérgicas del 
mesencéfalo de ratón (Beyer y Karolczak., 2000) ni en neuronas hipotalámicas de ratas 
macho a las que se les ha añadido medio condicionado de astrocitos procedentes del 
mesencéfalo ventral (Cambiasso y Carrer., 2001; Carrer y Cambiasso., 2002). Estos datos 
sugieren la posibilidad de una distinta regulación de la neuritogénesis por los distintos 
receptores de estrógeno dependiendo de la zona del cerebro en la que nos 
encontremos.  
 
Con los resultados anteriormente mencionados en distintos modelos de 
experimentación, el receptor GPER parecía ser un firme candidato en la señalización 
ejercida por estradiol sobre neuritogénesis y la Ngn 3 en neuronas hipocampales. Para 
confirmar esta hipótesis, se empleó el agonista específico de GPER, el G1, cuyos efectos 
sobre neuritogénesis, expresión del ARNm de la Ngn 3 y localización subcelular de la 
misma, fueron idénticos a los producidos por estradiol. Puesto que G1 es también un 
agonista de una variante de ER, ERα36 (Kang y col., 2010), evaluamos directamente el 
papel de GPER sobre la neuritogénesis usando G15, un antagonista de GPER (Dennis y 
col., 2009), y un ARNi para reducir los niveles de expresión de GPER. En ambos 
experimentos se observó que la inactivación de este receptor disminuyó los efectos 
neuritogénicos tanto del estradiol como del G1 e ICI 182.780, sugiriendo una 
contribución de GPER en los efectos del estradiol en las primeras etapas de desarrollo 
de las neuronas hipocampales. Además, tras haber bloqueado mediante ARNi al 
receptor GPER, observamos un descenso por debajo de valores control de los niveles 
transcripcionales de Ngn 3 que no fueron recuperados al tratar con estradiol. 
Recapitulando, nuestros resultados sugieren que GPER participa en los efectos del 
estradiol sobre neuritogénesis y ARNm de Ngn 3 en neuronas hipocampales. 
 
Tras confirmar que el receptor GPER parecía estar involucrado en los efectos del 




neuronas hipocampales para determinar si en ausencia de la misma, el estradiol y el G1 
seguían modificando la neuritogénesis hipocampal. Los resultados mostraron que tras 
el silenciamiento de la Ngn 3, el desarrollo neuronal se veía seriamente afectado. El 
tratamiento con estradiol o G1 no consiguió revertir los efectos provocados por el 
silenciamiento de la Ngn 3, demostrando que la presencia de la Ngn 3 en las neuronas 
hipocampales es necesaria para que el estradiol incremente la neuritogénesis a través 
de GPER.  
 
Para profundizar en el estudio de la ruta de señalización implicada en los efectos 
neuritogénicos del estradiol, decidimos explorar si la señalización PI3K/Akt estaba 
implicada en dichos efectos ya que había sido descrita la capacidad del estradiol de 
activar la PI3K en neuronas (Cardona-Gomez y col., 2004; Zhang y col., 2008; Varea y 
col., 2009; Garcia-Segura y col., 2010). Además, estudios previos habían mostrado que 
el GPER activa la PI3K en modelos in vitro tales como células COS7 o SKBr3 (Revankar y 
col., 2005), y en células de cáncer de endometrio donde a través de la PI3K favorece la 
progresión de dichas células tumorales (Wei y col., 2012). Observamos que el estradiol, 
G1 e ICI 182.780, aumentaron los niveles de fosforilación de Akt. Para relacionar este 
aumento de fosforilación directamente con el receptor GPER se utilizó G15 como 
antagonista selectivo de dicho receptor. Los resultados mostraron que en presencia de 
G15, ninguno de los agonistas del receptor GPER (estradiol, G1 e ICI 182.780) fueron 
capaces de modificar los niveles de fosforilación de Akt. Por tanto, el receptor GPER 
parecía ser responsable de la modificación de los niveles de fosforilación de Akt cuando 
añadimos estradiol a los cultivos de neuronas hipocampales. Con este experimento, 
también se demuestra que el ICI 182.780 es un agonista de GPER no sólo a través de la 
activación de AMPc que a su vez desencadena la activación de las MAPK (Filardo y col., 
2000; Thomas y col., 2005), si no también actuando directamente sobre la PI3K. Para 
corroborar este resultado mediante otra técnica diferente, se bloqueó la expresión del 
receptor GPER mediante ARNi. En esta situación, se observó que los niveles de 
fosforilación de Akt tampoco aumentaron en presencia de estradiol.  
Una vez identificados a GPER y PI3K / Akt como dianas del estradiol en las 
neuronas hipocampales, se estudiaron los efectos del bloqueo de la PI3K sobre 




activación de la PI3K media los efectos del estradiol en neuritogénesis, puesto que la 
hormona perdió su efecto neuritogénico cuando las neuronas fueron tratadas con el 
inhibidor específico de la PI3K wortmanina. Por otro lado, el tratamiento con 
wortmanina disminuyó los niveles transcripcionales de la Ngn 3 y los tratamientos 
combinados de estradiol y wortmanina o G1 y wortmanina no fueron capaces de elevar 
el ARNm de la Ngn 3. Podemos concluir que el estradiol incrementa la neuritogénesis 
hipocampal in vitro induciendo la expresión de Ngn 3. Dichos efectos del estradiol se 
producen al menos en parte a través del receptor GPER, cuya señalización promueve la 
activación de   PI3K/Akt. 
 
Resumen  correspondiente a los cultivos de neuronas hipocampales no sexados 








2. Diferencias sexuales en neuritogénesis 
Se han investigado diferencias sexuales en el cerebro de los mamíferos 
encontrándose dimorfismos sexuales en casi todas las especies estudiadas como 
roedores, monos (Gorski y col., 1978; Nottebohm y Arnold., 1976; Phoenix y col., 1959) 
y más recientemente en el ser humano (Toga y Thompson., 2003; Allen y Gorski., 1990; 
Lacoste-Utamsing y Holloway., 1982). Se ha demostrado que la presencia de 
determinadas hormonas en concentraciones específicas durante periodos de tiempo y 
desarrollo concretos, son esenciales para la diferenciación y posterior función de las 
regiones cerebrales estudiadas que presentan un dimorfismo sexual, bien en 
composición celular, tamaño o función (Karaismailoğlu y Erdem., 2013). En nuestro 
estudio quisimos explorar si los cultivos de neuronas hipocampales de ambos sexos se 
comportaban de la misma forma ante las hormonas sexuales esteroideas, o si por el 
contrario presentaban diferencias. Por ello, decidimos avanzar en el estudio de la de 
neuritogénesis in vitro modulada por estradiol realizando cultivos de neuronas 
hipocampales separando machos y hembras. El primer resultado obtenido fue que las 
neuronas hipocampales procedentes de hembras presentan un mayor desarrollo 
comparadas a las de machos. El hipotálamo ha mostrado resultados similares a los de 
nuestro modelo, puesto que las neuronas hipotalámicas in vitro de hembras se 
desarrollan más rápido que las de machos (Scerbo y col., 2014). Tras observar un mayor 
desarrollo de las neuronas hipocampales de hembras, tanto en velocidad de crecimiento 
como de complejidad morfológica, el siguiente paso fue tratar los cultivos neuronales 
de ambos sexos con estradiol y observar cómo se modificaba la neuritogénesis. El 
tratamiento de neuronas hipocampales de machos con estradiol incrementó tanto el 
número de células en estadios II y III como el número de dendritas, longitud axonal y 
complejidad del árbol dendrítico respecto de valores control. En el caso de las neuronas 
hipocampales de hembras, el estradiol no produjo ningún cambio en los parámetros 
morfológicos mencionados.  
Ya que el estradiol promueve neuritogénesis y las neuronas del hipocampo 
tienen la capacidad de producir estradiol, nos planteamos la posibilidad de que el mayor 
desarrollo de las neuronas hembra y su insensibilidad al estradiol exógeno fuese debido 




de la enzima aromatasa en neuronas in vitro fue descrita por Hutchinson y 
colaboradores en cultivos procedentes del hipotálamo de ratón de E15. Además, estos 
investigadores detectaron que tanto la expresión como la actividad fueron mayores en 
las neuronas masculinas que en las femeninas (Hutchison y col., 1997). La presencia de 
aromatasa también ha sido descrita en hipocampo de ratón in vivo, donde a E17 no se 
han encontrado diferencias significativas en ARNm de aromatasa (Ivanova y Beyer., 
2000). Sin embargo, a P0, P7 y P15 los niveles transcripcionales de aromatasa son 
mayores en machos que en hembras en esta región cerebral (Ivanova y Beyer., 2000). 
En el hipocampo del ratón adulto estas diferencias desaparecen encontrándose niveles 
muy bajos de expresión de mensajero de dicha enzima o del número de neuronas 
inmunorreactivas para ella (Stanić y col., 2014). La expresión de aromatasa también se 
ha observado en el hipocampo de rata in vivo (Sanghera y col., 1991) e incluso en el 
cerebro de pollo (Beyer y col., 1994). Además, en el caso del ratón la expresión de 
aromatasa aparece en neuronas y no en células gliales a menos que exista una lesión, 
donde los astrocitos comenzarían a expresarla (Azcoitia y col., 2003). Finalmente, 
también ha sido detectada inmunorreactividad para aromatasa en neuronas del 
hipocampo de primates (Yague y col., 2008). 
En nuestros experimentos, el ARNm de la aromatasa fue cuantificado en los 
cultivos hipocampales de machos y hembras de E17 a 1 DIV, observándose una mayor 
expresión transcripcional de aromatasa en neuronas hipocampales de machos. Tras 
tratar las neuronas hipocampales de machos con el inhibidor de la aromatasa letrozol 
en ausencia y presencia de estradiol, se observó un incremento en la dendritogénesis y 
axogénesis. Dicho resultado sugiere que en las neuronas de machos la acumulación de 
testosterona promovida por el letrozol incrementaría la neuritogénesis a través de su 
conversión a DHT gracias a la enzima 5α-reductasa. Por tanto, en neuronas 
hipocampales de machos in vitro, tanto el estradiol como la testosterona tendrían 
capacidad de aumentar la maduración del cultivo. En las neuronas hipocampales de 
hembras, el tratamiento con letrozol disminuyó significativamente el número de 
dendritas, longitud axonal y complejidad dendrítica respecto de valores control. En este 
caso el descenso en los niveles de estradiol serían la causa del descenso en la 




recuperados hasta valores control tras el tratamiento combinado de estradiol y letrozol. 
Este resultado sugiere que el estradiol endógeno es la causa del mayor desarrollo de las 
neuronas hembra e indica que el estradiol exógeno sólo modifica la neuritogénesis 
hipocampal de las hembras cuando el estradiol endógeno es eliminado.  
Ya que la neuritogénesis, tanto basal como la promovida por estradiol es 
diferente en machos y hembras, nos preguntamos si esta diferencia estaba relacionada 
con distintos niveles transcripcionales de la Ngn 3. Por ello a continuación se estudió la 
neuritogénesis de ambos sexos tras silenciar la Ngn 3. Tal y como sucedía en cultivos no 
sexados, la disminución de la expresión de esta proteína provocó en neuronas de 
machos y hembras una disminución en su maduración y en su neuritogénesis. Tras 
comprobar que este gen resulta clave para este proceso en neuronas hipocampales de 
ambos sexos, decidimos estudiar su expresión tanto en ARNm como en proteína. A 1 
DIV, las neuronas hipocampales de hembras presentan mayores niveles 
transcripcionales de Ngn 3 respecto de machos. Esto estaría relacionado tal y como se 
ha descrito, con la existencia de una mayor neuritogénesis en hembras. Así mismo, se 
realizó una curva de expresión de Ngn 3 para conocer los picos de expresión proteica de 
este gen en neuronas hipocampales de machos y hembras. Se observó que a 1 DIV, los 
niveles de ARNm y proteína fueron coincidentes (mayor expresión de proteína en 
neuronas hipocampales de hembras). Por otro lado, el máximo pico de expresión de la 
Ngn 3 en cultivos hipocampales de hembras ocurre a los 1.5 DIV, siendo a 2 DIV en el 
caso de los machos. Ya que la Ngn3 promueve neuritogénesis, estos resultados podrían 
explicar la mayor velocidad de crecimiento que presentan los cultivos hipocampales de 
hembras respecto de machos. Tras los máximos de expresión proteicos de Ngn 3 en 
machos y hembras, los niveles de dicha proteína se igualan en ambos sexos in vitro. 
Puesto que la máxima expresión de Ngn 3 en hembras ocurre a 1.5 DIV y nuestros 
estudios morfológicos están realizados a 2 DIV pensamos que existe un aumento en la 
neuritogénesis de hembras a 2 DIV porque ya se ha producido el pico de expresión de 
Ngn 3. Como en machos aún no se ha completado dicho pico de expresión, tendrían una 
neuritogénesis menos avanzada que las hembras. En relación a esta idea decidimos 
realizar el siguiente experimento que consistía en medir los niveles de proteína de Ngn 




diferencias en expresión de Ngn 3 se detectan in vivo y si son transitorias o se mantienen 
tras el nacimiento. Los resultados por Western blot mostraron que únicamente a E17 
existen mayores niveles proteicos de Ngn 3 en el hipocampo de hembras respecto de 
machos, sugiriendo que este periodo embrionario es clave para el dimorfismo sexual 
observado en este gen. Aunque la función de los genes proneurales en la diferenciación 
neuronal y en la neurogénesis adulta en ratón está muy descrita (Lundkvist y Lendahl., 
2001; Parras y col., 2002; Gohlke y col., 2008; Kim y col., 2011), apenas existe 
información en la literatura sobre genes proneurales y dimorfismo sexual por lo que 
nuestros resultados sobre la expresión diferencial de la Ngn 3 en machos y hembras de 
ratón a E17 son novedosos.  
Para determinar el posible papel de la síntesis local de estradiol en la generación 
del pico de expresión de Ngn 3, estudiamos el efecto del inhibidor de la enzima 
aromatasa letrozol. El tratamiento con letrozol en neuronas hipocampales de machos 
en ausencia y presencia de estradiol, incrementó significativamente los niveles de 
expresión de ARNm de Ngn 3. Sin embargo, en neuronas hipocampales de hembras, el 
tratamiento con letrozol disminuyó el ARNm de la Ngn 3. En estas condiciones, el 
estradiol fue capaz de aumentar la expresión de dicho gen incluso por encima de valores 
control. Todos estos resultados apoyan una posible relación directa entre 
neuritogénesis y expresión de Ngn 3, sugiriendo que en el caso de las neuronas 
hipocampales de hembras, el estradiol endógeno producido es fundamental para su 
correcto desarrollo. En el caso de las neuronas hipocampales de machos, los resultados 
tras el tratamiento con letrozol sugieren la existencia de otras rutas de señalización que 
permitirían incrementar tanto la expresión de la Ngn 3 como la neuritogénesis tras 
bloquear la actividad aromatasa.  
2.1 Hormonas y diferenciación sexual del cerebro 
El análisis de los niveles de esteroides en los sobrenadantes de los cultivos no 
mostró diferencias sexuales a 1 DIV. Por tanto, las neuronas hipocampales de machos y 
hembras no estarían secretando al medio de cultivo esteroides de manera diferencial. 
Dicho resultado fue obtenido también en el laboratorio de Gabrielle Rune con neuronas 




no quiere decir que no existan diferencias sexuales en los niveles de esteroides en el 
hipocampo in vivo, ya que in vivo estos niveles se ven influenciados por los de las 
hormonas circulantes, en particular por la producción de testosterona por el testículo 
fetal. En este contexto, en el hipocampo de rata a E19 se han encontrado mayores 
niveles de estradiol y testosterona en machos respecto de hembras que posteriormente 
se igualan desde P0 a P60 (Koncle y McCarthy., 2011).  Por otro lado, en el hipocampo 
de ratón adulto, son las hembras las que presentan mayores niveles de estradiol 
respecto de los machos (Fester y col., 2012; Brandt y col., 2013).  A continuación, 
decidimos realizar la medición de algunas hormonas esteroides sobre plasmas de ratón 
a E17, E18, P0 y P2. Así, podríamos determinar el contexto periférico hormonal al que 
están expuestas las neuronas hipocampales de machos y hembras de CD1 a E17 in vivo, 
antes del cultivo neuronal. La bibliografía describe la existencia de dos picos 
fundamentales de testosterona gonadal en ratones macho, pero esto puede variar en 
función de la cepa del animal, así como de si es rata o ratón. El primer pico en ratones 
C57BL6 es perinatal entre E16 y E17 y el segundo aproximadamente dura tres horas tras 
el nacimiento (Vom Saal y col., 1980; Motelica-Heino y col., 1988; Konkle y McCarthy., 
2011). La subida perinatal de testosterona gonadal en machos masculinizaría 
determinados circuitos neuronales generando patrones de diferenciación específicos 
que derivarán en cambios funcionales y comportamentales en el adulto (Motelica-Heino 
y col., 1988). La medición de testosterona en ratones macho CD1 a E17, E18, P0 y P2, 
reveló un único pico a E17. No obtuvimos el segundo pico de testosterona neonatal que 
esperábamos a P0 tal como estaba descrito en otros trabajos (Motelica-Heino y col., 
1988). Probablemente este resultado se deba a que el pico de testosterona tras el 
nacimiento en roedores dura únicamente 3 horas (Konkle y McCarthy., 2011). Tanto a 
E18 como P0 y P2 los niveles de testosterona en machos fueron similares entre sí e 
inferiores a los de E17. En todas las edades indicadas los machos presentaron un mayor 
nivel de testosterona en plasma con respecto de las hembras. Por tanto, podemos 
concluir que los hipocampos de embriones de machos CD1 a E17 han estado ya 
expuestos al pico de testosterona perinatal antes de su extracción para realizar el 
cultivo. Por el contrario, no se encontró ninguna diferencia en los niveles de estradiol en 




No existen muchos datos acerca de la regulación y los niveles de expresión tanto 
de los receptores clásicos de estrógeno como de GPER en hipocampo o en otras áreas 
cerebrales en etapas embrionarias. En el caso de los receptores clásicos de estrógeno se 
sabe que en cerebro de ratón (sean machos o hembras) la expresión del mensajero de 
ERβ comienza a E10.5 mientras que el del ERα no se detecta hasta E16.5 (Lemmen y col., 
1999). Además la expresión de dichos receptores se incrementa conforme avanza el 
desarrollo embrionario hasta llegar a unos niveles máximos en la edad adulta que 
dependerán de la zona cerebral a estudiar. Así, por ejemplo, en ratón adulto el ERα se 
expresa fundamentalmente en regiones asociadas con la reproducción como el sistema 
límbico o hipotálamo (Pfaff y Keiner., 1973), mientras que el ERβ, además se expresa en 
zonas que no estarían tan relacionadas con el comportamiento sexual o reproductivo 
como serían el hipocampo, la corteza y el cerebelo (Mitra y col., 2003). A veces ambos 
receptores clásicos co-localizan como es en el caso de los ganglios raquídeos (Patrone y 
col., 1999) o incluso en cultivos hipocampales (Su y col., 2001). Respecto a GPER, no se 
han realizado mediciones de la expresión de mRNA o proteína en el cerebro en 
desarrollo de ratón, pero sí se ha descrito su localización en distintas áreas cerebrales 
de ratón adulto sin encontrarse diferencias sexuales en dicha distribución. Estudios con 
inmunocitoquímica en ratón han revelado que GPER se expresa en el núcleo 
paraventricular del tálamo, núcleo ventromedial del hipotálamo, quiasma óptico, en la 
sustancia negra y también en el hipocampo (Hazell y col., 2009). Para conocer los niveles 
de expresión de ERα, ERβ y GPER se cuantificó tanto el mensajero como la proteína de 
los tres receptores de estrógeno a E17. Observamos que las neuronas hipocampales de 
hembras mostraron mayores niveles tanto de ARNm como de proteína de ERα, ERβ y 
GPER. Este resultado nuevamente podría relacionarse con el mayor desarrollo neuronal 
y el incremento en niveles de Ngn 3 que presentan las neuronas hipocampales de 
hembras respecto a las de los machos en cultivo. El aumento de los niveles de ARNm y 
proteína del ERα, ERβ y GPER, en esta etapa embrionaria indicaría que las neuronas de 
machos y hembras tendrían una diferente sensibilidad al estradiol.  Por lo tanto, una 
posibilidad para explicar la diferente velocidad en el desarrollo de las neuronas 
hipocampales de machos y hembras es que exista entre ellas un patrón temporal 
distinto en la expresión de los receptores de estrógeno. Para comprobar esta hipótesis, 




machos y hembras a E18. Ésta vez se obtuvieron mayores niveles de expresión del ERα 
y ERβ en neuronas hipocampales de machos respecto de hembras. En el caso del 
receptor GPER a E18 no se encontraron diferencias sexuales en ARNm. Estos resultados 
apoyan nuestra teoría de un desarrollo temporal diferente en neuronas hipocampales 
de machos y hembras in vitro, en los que están implicados receptores de estrógeno, 
testosterona gonadal y neuroesteroides sintetizados en el hipocampo. De acuerdo con 
nuestros resultados, el que la diferenciación de las neuronas hembra esté ocurriendo 
antes que la de los machos sería debida a la producción endógena de estradiol. 
Consideramos que el hallazgo de que el estradiol producido endógenamente por las 
neuronas hembra participe en la generación de diferencias sexuales en la diferenciación 
neuronal es una de las contribuciones más relevantes de este trabajo, pues cuestiona el 
modelo establecido de diferenciación sexual del cerebro, basado exclusivamente en la 
acción de la testosterona exógena en el cerebro masculino. 
Una de las acciones de la testosterona periférica producida a E17 en machos 
podría ser la de acelerar la diferenciación de las neuronas masculinas una vez convertida 
en estradiol dentro del cerebro, y equipararla a la de las femeninas. Esto es lo que 
observamos al tratar los cultivos hipocampales de neuronas macho a E17 con estradiol, 
pues alcanzan el mismo desarrollo, neuritogénesis, axogénesis y niveles de Ngn 3 que 
presentan las neuronas de hembras de manera basal. Para comprobar esta hipótesis 
decidimos tratar los cultivos hipocampales de neuronas macho y hembra con 
testosterona (la hormona precursora del estradiol o DHT) y observar qué ocurría tanto 
en la morfología neuronal como en los niveles de expresión de Ngn 3.  Los resultados 
mostraron un efecto dual de la testosterona en ambos sexos. En neuronas hipocampales 
de machos, el tratamiento con testosterona aumentó tanto la maduración del cultivo 
como la dendritogénesis, axogénesis y niveles de expresión de Ngn 3. En las neuronas 
hipocampales de hembras, la testosterona disminuyó todos los parámetros 
mencionados. Se obtuvo el mismo resultado en el caso del tratamiento con DHT (el 
metabolito activo de la testosterona) en ambos sexos, tanto en desarrollo, morfología 
como en ARNm de Ngn 3. A continuación, las neuronas de machos y hembras fueron 
tratadas con testosterona en presencia de finasteride que bloquea la conversión de 




hipocampales de machos tanto la maduración de las neuronas como la dendritogénesis 
y axogénesis. En el caso de las neuronas hipocampales de hembras, la proporción de 
células existente en cada estadio de diferenciación, así como los parámetros 
morfológicos mencionados fueron muy similares a los valores control. Se realizó 
también en ambos sexos el tratamiento con testosterona en presencia de letrozol para 
bloquear la conversión de la testosterona en estradiol. Las neuronas hipocampales de 
machos mostraron de nuevo un incremento en maduración, dendritogénesis y 
axogénesis mientras que en las neuronas hipocampales de hembras se observó 
exactamente lo contrario.  
Se puede sugerir por lo tanto que el estradiol endógeno sintetizado en las 
neuronas hipocampales femeninas es necesario para su desarrollo, que es claramente 
más avanzado que el de las neuronas masculinas. No obstante, creemos que para que 
este patrón de desarrollo ocurra con normalidad, en el caso de las neuronas de hembras, 
los niveles de estradiol deben ser muy específicos y controlados ya que el tratamiento 
con estradiol, aunque no modificó la morfología neuronal, sí disminuyó por debajo de 
valores control los niveles de transcripción de la Ngn 3. Existirían mecanismos de 
retroalimentación negativa donde la Ngn 3 y otros genes, evitarían un desarrollo 
desmesurado de las neuronas hipocampales tras llegar a unos niveles concretos de 
crecimiento neuronal en función del desarrollo. Así, en los cultivos hipocampales, nunca 
se sobrepasó una media de más de 5 dendritas, 150 micras de axón o 15 intersecciones. 
Por otra parte, el tratamiento con testosterona bloqueó el desarrollo normal que 
presentan las neuronas hipocampales de hembras y disminuyó los niveles de ARNm de 
la Ngn 3. Según nuestros resultados esto ocurriría por conversión de la testosterona en 
DHT ya que el tratamiento con finasteride bloqueó los efectos anteriormente descritos 
de la testosterona sobre maduración y morfología neuronal.  
En la primera parte de esta tesis correspondiente a cultivos hipocampales de 
neuronas no sexadas, se observó que el receptor GPER era responsable al menos en 
parte de las acciones neuritogénicas del estradiol a través de la Ngn 3. En el caso de 
cultivos hipocampales separados por sexos, se observó que en neuronas hipocampales 
de machos, únicamente el agonista de GPER, G1, fue capaz de incrementar los niveles 




del ERβ, DPN, incrementó los niveles transcripcionales de Ngn 3, mientras que el G1 los 
disminuyó. Por tanto, desde E17 en neuronas hipocampales de machos y hembras de 
ratón, existiría una regulación diferente de la Ngn 3 a través del estradiol que sería 
mediada por distintos receptores de estrógeno y que activaría programas de desarrollo 
diferentes. De esta forma GPER estaría actuando de manera antagónica en ambos sexos 
con respecto a la expresión de ARNm de la Ngn 3, mientras que la estimulación del ERβ 
en neuronas hipocampales de hembras estaría favoreciendo un incremento en la 
expresión transcripcional de la Ngn 3. Como hemos descrito previamente, los 
incrementos y descensos en la actividad transcripcional de este gen tienen como 
consecuencia cambios en la morfología neuronal que probablemente determinarán la 
funcionalidad y plasticidad de dichas neuronas en ambos sexos. Este tipo de 
dimorfismos sexuales generados a partir de una distinta señalización y regulación 
hormonal, son la base del desarrollo sexual del cerebro en mamíferos. Experimentos en 
nuestro laboratorio han mostrado que las neuronas hipocampales a 4 DIV de machos y 
hembras de E17 dejan de mostrar diferencias sexuales en el número de dendritas, 
longitud axonal y número de intersecciones. Esto quiere decir que tras la finalización de 
los programas de maduración y crecimiento neuronales puestos en marcha en ambos 
sexos con participación de las hormonas gonadales, las diferencias sexuales existentes 
a 2 DIV son tamponadas a 4 DIV. Este resultado nos indica que finalmente la morfología 
de las neuronas hipocampales de ambos sexos acaba siendo similar in vitro, pero no las 
estrategias hormonales llevadas a cabo para conseguirlo.  
Aunque las diferencias sexuales en la expresión de Ngn 3 y en el desarrollo 
neuronal sean transitorias, pueden tener un efecto relevante en el funcionamiento del 
hipocampo adulto. La maduración de las neuronas masculinas y femeninas a un ritmo 
diferente puede permitir el establecimiento de un diferente patrón de conectividad 
sináptica debido a una diferente coincidencia en el tiempo en la maduración de las 
estructuras presinápticas y postsinápticas en cada sexo. En este sentido, es importante 
hacer notar que la conectividad sináptica de las interneuronas del hipocampo se 
desarrolla en los últimos días embrionarios en el ratón (Aniksztejn y col., 2001; Tricoire 
y col., 2011), cuando según nuestros resultados la diferencia transitoria en la expresión 




sexuales transitorias en el desarrollo neuronal en este periodo crítico podrían resultar 
en la generación de una diferente conectividad sináptica funcional en los circuitos del 
hipocampo que estarían relacionados con las diferencias sexuales en su función en la 
vida adulta, como es el caso de la adaptación a estrés, la potenciación a corto y largo 
plazo y el aprendizaje espacial (McCarthy y Konkle., 2005). En los cultivos de neuronas 
hipocampales de ratón, no sólo existen diferencias sexuales en relación a los receptores 
de estrógeno, sino también respecto del receptor de andrógenos y de las isoformas 1 y 
3 de la 5α-reductasa. Tanto el receptor de andrógenos como las isoformas indicadas de 
la 5α-reductasa han mostrado mayor expresión transcripcional en cultivos 
hipocampales de machos con respecto de hembras. Este resultado podría estar 
relacionado con los niveles de testosterona existentes en el hipocampo. Como ya se ha 
mencionado, los machos a E17 presentan mayores niveles periféricos de testosterona 
que las hembras. La hipótesis clásica indica que, en mamíferos, la testosterona periférica 
tras cruzar la barrera hematoencefálica es aromatizada a estradiol a través de la enzima 
aromatasa y que el estradiol es el responsable de la masculinización del cerebro de 
machos (Naftolin y col., 1975). Pero actualmente se propone que la hipótesis de la 
aromatización de la testosterona no puede demostrar todas las diferencias sexuales 
existentes tanto en la morfología cerebral como en el comportamiento, al menos en 
primates (Zuloaga y col., 2008). Por tanto, se postula que es necesaria la presencia del 
receptor de andrógenos para colaborar en la organización sexual del cerebro. En este 
contexto, nuestros resultados han indicado una contribución directa del receptor de 
andrógenos tanto en neuronas hipocampales de machos como de hembras, pero con 
una regulación diferente. No sólo hemos observado un incremento en expresión del 
receptor de andrógenos en el caso de las neuronas hipocampales de machos y no en las 
de hembras a E17, sino un efecto de la DHT sexualmente dimórfico tanto en niveles de 
expresión de Ngn 3 como en morfología neuronal. Por un lado, en neuronas 
hipocampales de machos la DHT tuvo el mismo efecto que el estradiol incrementando 
los niveles transcripcionales de la Ngn 3 así como la dendritogénesis hipocampal. Esto 
apoyaría la teoría anteriormente mencionada de una colaboración entre el receptor de 
andrógenos y los receptores de estrógeno ya que por ambas rutas se obtiene el mismo 
resultado. Por otro lado, en neuronas hipocampales de hembras la DHT tendría un 




como la dendritogénesis. La activación del receptor de andrógenos en las hembras a 
través de sus metabolitos directos como son la testosterona y la DHT provocan la 
masculinización de las neuronas hipocampales femeninas ya que tanto los niveles de 
expresión de Ngn 3 como la morfología hipocampal descienden a valores macho control. 
Por tanto, que en neuronas hipocampales de machos y hembras a E17 y E18 existan 
distintos niveles de expresión de receptores de estrógeno, andrógenos así como de las 
enzimas aromatasa y 5α-reductasa, sugiere que en ambos sexos se activan distintos 
programas de desarrollo dependiendo de la presencia o ausencia del pico fetal de 
testosterona y de la síntesis neuronal de esteroides. 
Resumen  correspondiente a los cultivos de neuronas hipocampales sexados  











b) Receptores involucrados en la regulación de la Ngn 3 en neuronas hipocampales de machos 
y hembras 
 






3. Conclusión final 
En esta tesis hemos identificado una nueva ruta de señalización implicada en las 
acciones neuritogénicas del estradiol que incluye al receptor de estrógenos GPER, la 
señalización por PI3K/Akt y la Ngn 3. Estos resultados demuestran por primera vez que 
en el sistema nervioso el estradiol interactúa con componentes de la vía de Notch, 
inhibiendo Hes 1 e incrementando la expresión de Ngn 3. Por otra parte, nuestros 
resultados refuerzan la idea de que la utilización de machos y hembras en cualquier 
modelo de experimentación animal, así como de ensayos clínicos, es esencial para no 
tamponar ningún resultado. Esto incluye el sexado de embriones para la obtención de 
cultivos primarios. En efecto, gracias al sexado de los cultivos hemos podido detectar 
diferencias sexuales en el desarrollo de las neuronas del hipocampo que dependen de 
un diferente nivel de expresión de Ngn 3. Por otra parte, el sexado de los cultivos 
también nos ha permitido averiguar que las neuronas macho y hembra responden de 
una manera diferente al estradiol y la testosterona exógenas y que estas hormonas 
tienen efectos diferentes en la expresión de Ngn 3 y la diferenciación neuronal en 
cultivos de neuronas masculinas y femeninas. Finalmente, el sexado de los cultivos nos 
ha permitido descubrir que el estradiol producido endógenamente por las neuronas 
femeninas participa en la generación de diferencias sexuales en el desarrollo neuronal. 
Este resultado modifica el modelo actualmente establecido que postula que las 
diferencias sexuales en el cerebro dependen fundamentalmente de la acción de la 
































































                                              Conclusiones 
 





















  Conclusiones 
1. La Ngn 3 participa en los mecanismos neuritogénicos del estradiol en el 
hipocampo. 
 
2. Las neuronas hipocampales de ratones hembra en cultivo presentan un mayor 
número de dendritas, longitud axonal y complejidad del árbol dendrítico que las 
de machos y también una mayor expresión de Ngn 3. 
 
3. La Ngn 3 es un gen clave durante la neuritogénesis hipocampal de machos y 
hembras ya que su eliminación en cultivos hipocampales provoca alteraciones 
en el desarrollo neuronal de ambos sexos. 
 
4. El estradiol, la testosterona y la DHT exógenos incrementan la neuritogénesis y 
los niveles transcripcionales de la Ngn 3 en las neuronas hipocampales de 
machos, no siendo así en las de hembras. 
 
5. El estradiol endógeno está implicado en la mayor expresión de Ngn 3 y 
neuritogénesis en las neuronas hipocampales de hembras. 
 
6. Tanto las hormonas gonadales como los neuroesteroides sintentizados por las 
neuronas del hipocampo contribuyen a la generación de diferencias sexuales en 
neuritogénesis. En dicho proceso, parece existir una distinta contribución de los 
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